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Zornia brasiliensis Vogel é conhecida popularmente como “urinária”, “urinana” ou 
“carrapicho” e o extrato etanólico bruto obtido de suas partes aéreas, solubilizado em 
Cremophor, apresentou atividade espasmolítica em útero de rata, íleo e traqueia de cobaia, 
corpo cavernoso e aorta de rato. Entre os metabólitos secundários desta espécie, destacam-
se os flavonoides que são relatados na literatura por apresentarem efeito sobre a 
musculatura lisa. Já foi relatado que o flavonoide 5,7-dimetoxiflavona (5,7-DMF), 
solubilizado em dimetilsufóxido (DMSO), apresenta atividade vasorrelaxante em aorta de 
rato. Diante disso, o objetivo do trabalho foi investigar se o flavonoide 5,7-DMF isolado de Z. 
brasiliensis apresentaria efeito espasmolítico em outros modelos de músculo liso fásico e 
tônico, além de caracterizar o mecanismo de ação daquele que tivesse maior potência e/ou 
eficácia farmacológica, comparando com os já descritos para este flavonoide. As contrações 
isotônicas e isométricas foram avaliadas. Todos os protocolos experimentais foram 
aprovados pela CEUA/UFPB (certidão: 129/16). Em íleo de cobaia, o flavonoide antagonizou 
de forma mais potente as contrações fásicas induzidas por histamina (CI50 = 9,9 ± 1,4 x 
10-6 M) do que por carbacol (CI50 = 3,2 ± 0,7 x 10
-5 M). A 5,7-DMF também relaxou de 
maneira equipotente a traqueia de cobaia pré-contraída com carbacol tanto na presença 
(CE50 = 2,4 ± 0,4 x 10
-5 M) quanto na ausência (CE50 = 2,6 ± 0,4 x 10
-5 M) de epitélio 
funcional. Diferentemente, em aorta de rato a 5,7-DMF relaxou a aorta pré-contraída com 
fenilefrina com uma potência maior na presença (CE50 = 4,5 ± 0,7 x 10
-6 M) do que na 
ausência (CE50 = 1,7 ± 0,3 x 10
-5 M) de endotélio funcional, indicando uma participação dos 
fatores relaxantes derivados do endotélio na ação vasorrelaxante da 5,7-DMF. Por 
apresentar maior potência relaxante em aorta de rato dentre os órgãos testados, aliado ao 
fato do flavonoide ter sido mais potente quando era solubilizado em Cremophor do que em 
DMSO, decidiu-se continuar o mecanismo de ação da 5,7-DMF em aorta de rato. Pode-se 
observar que na presença de atropina (CE50 = 3,8 ± 0,7 x 10
-6 M), a curva controle de 
relaxamento da 5,7-DMF não foi deslocada, descartando a participação dos receptores 
muscarínicos endoteliais no seu efeito vasorrelaxante. Para confirmar a participação da via 
do óxido nítrico (NO), um dos principais fatores relaxantes derivados do endotélio, utilizou-se 
o L-NAME, um inibidor da sintase do NO (NOS), e a curva foi deslocada para direita na 
presença desse inibidor (CE50 = 2,0 ± 0,3 x 10
-5 M) com redução da potência vasorrelaxante. 
Esse efeito inibitório do L-NAME foi revertido na presença de altas concentrações de 
L-arginina (CE50 = 3,4 ± 0,8 x 10
-6 M). Além disso, a curva de relaxamento da 5,7-DMF foi 
desviada para esquerda na presença apenas da L-arginina, com aumento da potência 
relaxante (CE50 = 2,3 ± 0,5 x 10
-6 M). Seguindo a via downstream do NO, pode-se observar 
que na presença do inibidor da PKG, o Rp-8-Br-PET-cGMPS, a curva controle de 
relaxamento da 5,7-DMF foi desviada para a direita, com diminuição da potência 
vasorrelaxante (CE50 = 8,3 ± 1,7 x 10
-6 M). Diante desses resultados comprova-se que a via 
NO/PKG está envolvida no efeito vasorrelaxante do flavonoide. Como alvos da PKG tem-se 
os canais de K+ ou de Ca2+, resolveu-se avaliar a participação destes no efeito 
vasorrelaxante de 5,7-DMF em situações de aumento moderado ou alto de K+ e pode-se 
observar uma equipotência em a 5,7-DMF relaxar a aorta pré-contraída com 30 (CE50 = 1,5 
± 0,3 x 10-5 M) ou 80 mM de KCl (CE50 = 2,2 ± 0,2 x 10
-5 M), indicando uma possível 
participação dos canais de Ca2+ dependentes de voltagem (CaV). Esta hipótese foi 
confirmada pela observação do desvio das curvas controle cumulativas com CaCl2 em meio 
despolarizante para a direita, de maneira não paralela e com redução do Emax. Além disso, a 
5,7-DMF relaxou a aorta pré-contraída com S-(-)-Bay K8644, um ativador de CaV1 
(CE50 = 3,5 ± 0,7 x 10
-6 M), sugerindo o bloqueio desses canais. Diante desses resultados, 
concluiu-se que a 5,7-DMF apresenta efeito espasmolítico não seletivo nos órgãos testados, 
e em aorta de rato seu efeito foi potencializado quando solubilizada em Cremophor, e seu 
mecanismo de ação se dá por modulação positiva da via do NO/PKG e negativa dos CaV1. 
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Zornia brasiliensis Vogel is popularly known as "urinaria", "urinana" or "carrapicho" and the crude 
ethanolic extract obtained from its aerial parts, solubilized in Cremophor, showed spasmolytic activity 
in ileum and trachea of guinea pig, rat uterus, cavernous body and aorta. Among other secondary 
metabolites, this species has flavonoids, which are reported in the literature because they have an 
effect on the smooth muscle. It has been reported that the 5,7-dimethoxyflavone (5,7-DMF) flavonoid, 
solubilized in dimethyl sulfoxide (DMSO), presents vasorelaxant activity in the rat aorta. The aim of 
this study was to investigate whether the flavonoid 5,7-DMF isolated from Z. brasiliensis would present 
a spasmolytic effect in other models of phasic and tonic smooth muscle, in addition to characterize the 
mechanism of action of the one that had greater pharmacological potency, compared to those already 
described for this flavonoid. Isotonic and isometric contractions were evaluated. All experimental 
protocols were approved by CEUA/UFPB (certificate: 129/16). In guinea pig ileum, flavonoid more 
potently antagonized the phasic contractions induced by histamine (IC50 = 9.9 ± 1.4 x 10
-6
 M) than by 
carbachol (CCh) (IC50 = 3.2 ± 0.5 x 10
-5
 M). 5,7-DMF also relaxed equipotently the guinea pig trachea 
pre-contracted with CCh both in the presence (EC50 = 2.4 ± 0.4 x 10
-5
 M) and in the absence 
(EC50 = 2.6 ± 0.4 x 10
-5
 M) of functional epithelium. Different, in isolated rat aorta, 5,7-DMF relaxed the 
pre-contracted aorta with phenylephrine with greater potency in the presence (EC50 = 4.5 ± 0.7 x 10
-6
 
M) than in absence (EC50 = 1.7 ± 0.3 x 10
-5
 M) of functional endothelium, indicating the participation of 
the endothelium-derived relaxing factors in the 5,7-DMF vasorelaxant action. Because of the greater 
relaxing potency in the rat aorta between the organs tested, along with the fact that flavonoid was 
more effective and potent when it was solubilized in Cremophor
®
 than in DMSO, we decided to 
investigate the mechanism of action of 5,7-DMF in rat aorta. It can be observed that in the presence of 
atropine (EC50 = 3.8 ± 0.7 x 10
-6
 M), the relaxation control curve of 5,7-DMF was not displaced, 
discarding the participation of endothelial muscarinic receptors in its vasorelaxant effect. To confirm 
the participation of the nitric oxid (NO) pathway, one of the main endothelium-derived relaxing factors, 
L-NAME an NO synthase inhibitor (NOS), was used and the curve was shifted to right in the presence 
of this inhibitor (EC50 = 2.0 ± 0.3 x 10
-5
 M) with reduction of the relaxing potency. This inhibitory effect 
of L-NAME was reversed in the presence of high concentrations of L-arginine (EC50 = 3.4 ± 0.8 x 10
-6
 
M). In addition, the relaxation curve of 5,7-DMF was shifted to the left in the presence of only L-
arginine, with increasing relaxation potency (EC50 = 2.3 ± 0.5 x 10
-6
 M). Following the downstream 
pathway of NO, it can be observed that in the presence of PKG inhibitor, Rp-8-Br-PET-cGMPS, the 
relaxation control curve of 5,7-DMF was shifted to right, with a decrease in vasorelaxant potency 
(EC50 = 1.1 ± 0.1 x 10
-5
 M). In view of these results it is concluded that the NO/PKG pathway is 





channels, it was decided to evaluate their participation in the vasorelaxant effect of 5,7-DMF in 
moderate or high K
+
 increases and an equipotency can be observed in relaxing the aorta contracted 
with KCl 30 (EC50 = 1.5 ± 0.3 x 10
-5
 M) or 80 mM (EC50 = 2.2 ± 0.2 x 10
-5
 M), indicating a possible 
participation of the voltage-dependent Ca
2+
 channels (Cav). This hypothesis was confirmed by 
observation of a shift to the right of the cumulative control curves with CaCl2 in depolarizing medium, 
in a non-parallel manner and with reduction in Emax. In addition, 5,7-DMF relaxed the pre-contracted 
aorta with S-(-)-Bay K8644, a CaV1 activator (EC50 = 3.5 ± 0.7 x 10
-6
 M), suggesting blockage of these 
channels. In view of these results, it was concluded that 5,7-DMF presents a non-selective 
spasmolytic effect in the organs tested, and in the rat aorta its effect was potentiated when solubilized 
in Cremophor
®
, and its mechanism of action is by positive modulation of the NO/PKG pathway and 
negative modulation of CaV1. 
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1.1 Produtos naturais e plantas medicinais 
 
Ao longo da história, a natureza tem desempenhado um papel importante na 
geração de novos fármacos, seja pelo fornecimento de substâncias bioativas ou de 
protótipos moleculares para o desenvolvimento de derivados sintéticos, seja 
inspirando a síntese de novas moléculas relacionadas estruturalmente com o 
produto natural original. Em decorrência disto, produtos naturais ou derivados destes 
representaram cerca de 50% do total de fármacos disponibilizados para uso 
terapêutico entre os anos de 1981 e 2014 (DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2015; 
NEWMAN; CRAGG, 2016). 
A natureza sempre despertou no homem um fascínio encantador, não só 
pelos recursos oferecidos para sua alimentação e manutenção, mas por ser sua 
principal fonte de inspiração e aprendizado. O profundo conhecimento do arsenal 
químico da natureza pelos povos primitivos e pelos indígenas pode ser considerado 
um fator fundamental para o descobrimento de substâncias tóxicas e 
medicamentosas ao longo do tempo (VIEGAS-JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 
2006). Dessa forma, os produtos naturais são reconhecidamente uma das fontes 
mais ricas da atual diversidade química, além de formar a base dos sistemas da 
medicina popular em diversas partes do mundo ao longo de milhares de anos e 
representarem uma fonte importante para a descoberta de medicamentos (CRAGG; 
NEWMAN, 2013).  
A Organização Mundial de Saúde (OMS) estima que entre 65-80% da 
população dos países em desenvolvimento faz uso de plantas para o alívio de várias 
doenças (CALIXTO, 2005; MARTINS et al., 2015). As plantas consideradas 
medicinais são utilizadas desde a antiguidade pelas populações de todo o mundo no 
tratamento e cura de enfermidades. Esta prática tem ressurgido com maior força 
através da fitoterapia que proporciona outra opção medicamentosa atualmente 
aceita e bastante acessível em vários países (VERRI; MOURA; DE MOURA, 2018).  
Com o objetivo de promover o desenvolvimento socioeconômico e sustentável 
da biodiversidade na área de plantas medicinais e fitoterápicos, e proporcionar 
melhorias na qualidade de vida da população brasileira, a partir de 2006, foi 
instituída pelo Ministério da Saúde a Política Nacional de Plantas Medicinais e 
Fitoterápicos, por meio do decreto de n° 5.813 (BRASIL, 2006). No Brasil, as 
diretrizes do Ministério da Saúde determinaram prioridades na investigação das 
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plantas medicinais, implantando a fitoterapia como prática oficial da medicina, 
orientando sua inclusão no Sistema Único de Saúde (VEIGA-JUNIOR, 2008).  
Esta prática tem sido empregada principalmente para o cuidado das 
necessidades primárias de assistência à saúde, devido à falta de recursos 
financeiros para a compra de fármacos industrializados, além da tendência da 
utilização de produtos naturais por muitas comunidades. Dessa forma, a ampla 
aceitação a estes recursos está relacionada ao contexto sociocultural do nosso país, 
ao fácil acesso da população e ao potencial farmacológico das plantas medicinais e 
riqueza de seus constituintes ativos (WENDEL et al., 2008).  
Na década de 90, a indústria farmacêutica aumentou seu interesse na 
descoberta de fármacos derivados de plantas, apesar dos vários obstáculos 
presentes no desenvolvimento destes (WALSH; FISCHBACH, 2010). Ainda assim, 
há uma grande complexidade e diversidade molecular de produtos naturais que 
ainda não foi totalmente explorada. Apesar das intensas investigações e pesquisas 
da flora terrestre, estima-se que apenas 15% das aproximadamente 300 mil 
espécies de plantas no mundo foram farmacologicamente estudadas para avaliar 
suas potencialidades na preparação de novos produtos farmacêuticos (BRANDÃO et 
al., 2010). 
 
1.2 Família Leguminosae 
  
Também conhecida como Fabaceae (IAPT, 2012), a família Leguminosae é 
considerada a terceira maior família de plantas (LEWIS et al., 2005), e a com maior 
em número de espécies na flora brasileira dentre as angiospermas (FORZZA et al., 
2010). Esta família foi dividida em três subfamílias: Caesalpinioideae, Mimosoideae 
e Papilionoideae (também conhecida por Faboideae) (LEWIS et al., 2005). 
Entretanto, recentemente, uma nova classificação foi proposta pelo Legume 
Phylogeny Working Group (LPWG), havendo agora a divisão em seis subfamílias: 
Duparquetioideae, Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae, Caesalpinioideae e 
Papilionoideae e reconhecendo Mimosoideae como uma linhagem distinta, incluída 
na subfamília Caesalpinioideae (LPWG, 2017). 
O sucesso desta família está associado à estratégia de fixação biológica de 
nitrogênio, realizada nos nódulos presentes nas raízes. Isso permitiu que o grupo 
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ocupasse e se diversificasse na região tropical, em especial nas áreas com solos 
pobres e lixiviados (SIMÕES et al., 2016). 
Mundialmente, já foram identificados 751 gêneros e 19.500 espécies (LPWG 
2013). Destas, 221 gêneros e 2.809 espécies ocorrem no Brasil (RANDO, 2016), 
dos quais 168 gêneros e 1.083 espécies se encontram na região Nordeste. Esta 
família é bem representada em praticamente todas as formações vegetais, mas, 
sobretudo na Amazônia e na Caatinga. Nesta última, já foram registrados 127 
gêneros e 593 espécies, das quais 149 são endêmicas (LIMA et al., 2015; SIMÕES 
et al., 2016), e de acordo com Barbosa et al. (2007), na microrregião do cariri 
paraibano estão documentadas 71 espécies pertencentes a 34 gêneros. 
O potencial econômico desta família é muito importante devido aos múltiplos 
usos, dentre os quais se destaca o da alimentação humana (DOYLE; LUCKOW, 
2003; WOJCIECHOWSKI, 2003), já que estas mostram ser uma rica fonte de 
proteínas bem como de conteúdo mineral. Exemplos de alguns gêneros utilizados na 
alimentação são Cicer (“grão-de-bico”), Phaseolus (“feijão”), Vicia (“fava”), Pisum 
(“ervilha”), Lens (“lentilha”), Arachis (“amendoim”) e Glycine (“soja”), sendo, portanto, 
de alto valor em áreas deficientes de tais constituintes (JOLY, 2002). 
Várias espécies já exibiram atividades medicinais, em especial as que são 
utilizadas para desordens no músculo liso, a citar: Melanoxylon brauna Schott 
(“braúna”) como antidiarreica, a Senna alexandrina Mill. (“sene”) e Caesalpinia ferrea 
Mart. Ex. Tul (“jucá”) como laxante, Copaifera langsdorfii Desf. (“copaíba”) e 
Amburana cearenses (Fr. All.) A. Smith (“cumarú”) como antiasmática, além de 
Cajanus cajan (L.) Millsp (“feijão-andu”) e Bauhinia forficata Link (“pata-de-vaca”) 
como hipotensora (TESKE; TRENTINI, 1995; DINIZ et al., 1998; SOUZA, 2013; 
LÓPEZ; SANTOS, 2015; MESSIAS et al., 2015). 
Tratando-se de uma família com uma quantidade tão vasta de espécies é 
comum a produção de metabólitos secundários tão diversos.  As espécies desta 
família acumulam substâncias com grande diversidade estrutural, tais como 
alcaloides, aminoácidos não proteicos, aminas, fenilpropanoides, antraquinonas, 
terpenoides e flavonoides (WINK; MOHAMED, 2003). A taxonomia da família 
Leguminosae tem evoluído principalmente devido ao estudo da classe dos 
flavonoides, visto a importância destes metabólitos secundários e de sua diversidade 
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1.3 Gênero Zornia 
 
Pertencente à família Leguminosae, o gênero Zornia possui cerca de 80 
espécies, com uma distribuição pantropical (FORTUNA-PEREZ et al., 2013). O 
Brasil é um dos principais centros de diversidade deste gênero, que ocorre 
principalmente nos biomas da Caatinga e Cerrado, possuindo em torno de 36 
espécies, sendo 15 endêmicas (PEREZ, 2009; FORTUNA-PEREZ et al., 2015). 
O gênero contém espécies herbáceas e arbóreas, com flores dispostas em 
inflorescências espiciformes e seu fruto é lomentáceo (FORTUNA-PEREZ et al., 
2013). A maioria das espécies de Zornia pode ser identificada pela comparação das 
características macro e micro-morfológicas do fruto (FORTUNA-PEREZ et al., 2015). 
Algumas atividades farmacológicas já foram descritas para diversas espécies 
deste gênero, a citar: Zornia gibbosa Span. que apresentou atividade antioxidante e 
anti-inflamatória (LAXANE; SWARNKAR; SETTY, 2008; LAXANE et al., 2011); 
Zornia tenuifolia Moric. e Zornia milneana Mohlenbr. com atividade antibacteriana 
(DO NASCIMENTO; DE MELLO; CHIAPPETA, 1985; OBI et al., 2007); Zornia 
setosa Baker com efeito moluscicida (KLOOS et al., 1987); Zornia elegans (L) Perls 
com atividade antibacteriana (CHIAPPETA; DE MELLO, 1984); Zornia diphylla (L) 
Perls que exibiu um potencial antioxidante (BRAHMACHARI et al., 2009), 
antitumoral (ARUNKUMAR; NAIR; SUBRAMONIAM, 2012), citotóxico 
(BELCAVELLO et al., 2012), anticonvulsivante (GREETHA; SHILPA; MURUGAN, 
2012), anti-inflamatório e antibacteriano (ARUNKUMAR et al., 2014). Além disso, Z. 
diphylla (L) Perls., ainda apresentou atividade espasmolítica em íleo de rato (ROJAS 
et al., 1999), sendo esta evidenciada também para a espécie Z. venous Mohlenbr 
(ROJAS et al., 1995), além de efeito hipotensor e bradicárdico em ratos 
espontaneamente hipertensos (SOARES et al., 2007).  
 Diversos flavonoides já foram isolados de algumas espécies deste gênero, 
onde foram identificados a 7,4’-diidroxiisoflavona, a 5,7,3’-triidroxiisoflavona, a 7-
hidroxi-4’-metoxiisoflavona, a 5,7-diidroxi-4’-metoxiisoflavona, a 7,4’-
dimetoxiisoflavona, a 7-hidroxi-4’metoxiflavona, a 7-3’-diidroxi-4’-metoxiisoflavona, a 
7,8-dihidroxi-4’metoxiisoflavona e a 7,4’-diidroxi-8-metoxiisoflavona (LEUNER et al., 
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1.4 Zornia brasiliensis 
 
Popularmente conhecida como “urinária”, “urinana” ou “carrapicho”, esta espécie 
está distribuída em diversos estados do Brasil, principalmente Alagoas, Bahia, 
Ceará, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Paraíba, além de atingir também a 
Venezuela (MOHLENBROCK, 1961; AYMARD, 1999; AGRA; FREITAS; BARBOSA-
FILHO, 2007).  
Z. brasiliensis apresenta-se como um subarbusto com cerca 60 cm (Figura 1), 
com ramos decumbentes, folhas folioladas e inflorescência espiciforme. Geralmente 
floresce e frutifica de janeiro a agosto (PEREZ, 2009). 
 










A) Flores; B) Detalhe das folhas.  
Fonte: http://rubensplantasdobrasil.blogspot.com.br/2014/04/fabaceaezorniabrasiliensis-vog
el.html. Acesso em 11 de fevereiro de 2018. 
O uso popular desta espécie é relatado como diurética, para o tratamento de 
doenças venéreas e para o alívio de desordens gastrintestinais (AGRA; FREITAS; 
BARBOSA-FILHO, 2007; DINIZ et al., 2002). Algumas atividades biológicas já foram 
descritas para esta espécie, como atividade moluscicida contra a espécie 
Biomphalaria glabrata (DAVID et al., 2007), tripanossomicida (AMBROZIN et al., 
2008), atividade antitumoral (TA; WALLE, 2007; COSTA et al., 2015), fotoprotetora e 
antioxidante (GOMES, 2016). O extrato metanólico obtido de suas partes aéreas 
(ZB-EtOHPA) apresentaram atividade tóxica frente à Artemia salina (ROUQUAYROL 
et al., 1980; DAVID et al., 2007). Já o extrato etanólico obtido das partes aéreas de 
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2013), atividade antidiarreica em camundongos (OLIVEIRA, 2013), atividade 
espasmolítica em diversos músculos lisos, entre eles, traqueia e íleo isolados de 
cobaia, útero isolado de rata, corpo cavernoso e aorta isolados de rato (OLIVEIRA et 
al., 2014, 2016a,b; FERREIRA, 2018). 
 
1.5 Flavonoides de Zornia brasiliensis 
 
Considerados a maior classe de compostos fenólicos encontrados em 
vegetais como metabólitos secundários (AGATI et al., 2012), os flavonoides são 
compostos aromáticos de baixo peso molecular, caracterizados por um núcleo 
flavânico e um esqueleto carbonado com configuração C6-C3-C6. A estrutura básica 
dos flavonoides (Figura 2) consiste em dois anéis de benzeno (anel A e B) ligados 
por um anel pirano (anel C) que contém oxigênio. Adicionalmente, os grupos de 
flavonoides se subdividem em classes, diferenciadas de acordo com sua estrutura 
química, sendo os flavonois, as flavanonas e as flavonas os mais comuns 
(PINHEIRO; JUSTINO, 2012).  
 
Figura 2 – Estrutura básica de um flavonoide. 
 
Fonte: PINHEIRO; JUSTINO, 2012. 
 
Estes metabólitos secundários, os quais compreendem mais de 10.000 
estruturas (POLLASTRI; TATTINI, 2011), são pigmentos naturais de plantas 
encontrados em frutas, vegetais, sementes, cascas de árvores, raízes, talos, flores e 
em seus produtos de preparação, tais como os chás, café e vinhos (TAHARA, 2007). 
Diversas atividades farmacológicas já foram relatadas para esta classe de 
compostos fenólicos, incluindo antiviral, antibacteriana, anti-inflamatória, 
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antidiabética, antitumoral, antioxidante e de proteção cardiovascular (KRYCH; 
GEBICKA, 2013; RAGAB et al., 2014; TIAN et al., 2014; ZHANG et al., 2015). 
Os flavonoides são substâncias importantes devido às suas diversas 
atividades sobre os vários sistemas biológicos, em especial, sobre o sistema 
cardiovascular. Dessa forma, o consumo de alimentos ricos nestes compostos está 
associado com a redução do risco de várias doenças crônicas (IVEY et al., 2015), 
como as cardiovasculares, sendo que o efeito protetor desses alimentos é devido, 
em parte, às suas propriedades antioxidantes (CONCEIÇÃO et al., 2017). Além de 
apresentarem atividades sobre o músculo liso vascular, também há relatos de 
flavonoides apresentando atividades sobre outros músculos lisos como útero de rata 
(LIMA, 2004; MACÊDO et al., 2011; LIU et al., 2018; FERREIRA, 2018), corpo 
cavernoso (HNATYSZYN et al., 2004), íleo (SANTOS, 2007; LIMA, 2008; MACÊDO 
et al., 2011) e traqueia de cobaia (MACÊDO et al., 2011; YANG et al., 2013), e aorta 
de rato (SILVA, 2005; MACÊDO et al., 2011; CHEN; KO, 2017).  
Estudos fitoquímicos recentes com Zornia brasiliensis levaram ao isolamento 
substâncias, sendo todas relatadas pela primeira vez neste gênero. A espécie 
apresentou em sua constituição química: chalconas, a 2’,4’-dihidroxichalcona e a 
zornioside, um pterocarpano, o 3-hidroxi-9-metoxipterocarpano e uma saponina, a 
sayasaponina IV. Além disso, três flavonas, descritas no quadro abaixo, também 
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Quadro 1 – Flavonas isoladas de Zornia brasiliensis e suas atividades biológicas. 










Quimioprotetora (TA; WALLE, 2007) 
Tripanossomicida (AMBROZIN et al., 2008) 








Antitumoral (WEN; WALLE; WALLE, 2005; 
WEN; WALLE, 2005; TSUJI; WALLE, 
2006; WEN; WALLE, 2007; LI; ZHANG; 
WANG, 2017; BAE et al., 2018) 
Anti-inflamatória (SAE-WONG et al., 2011) 
Antipirética (PANTHONG et al., 1989) 
Antioxidante (KANG et al., 2011; KIM et al., 
2012) 
Combate a osteoartrite (KOBAYASHI et al., 
2018) 
Antiobesidade (SONG et al., 2016) 
Antimutagênica (AZUMA et al., 2011) 
Anticolinesterásica (SONGNGAM et al., 
2014) 
Tocolítica em ratas (FERREIRA, 2018)  
Vasorrelaxante em aorta de rato 
(TEP-AREENAN; SAWASDEE; RANDALL, 
2010). 
Fonte: Autor, 2018. 
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1.6 Contração e relaxamento do músculo liso 
 
 O músculo liso é o principal tipo de músculo que controla a maioria dos 
sistemas de órgãos ocos do corpo (WATTERSON; RATZ; SPIEGEL, 2005), como 
trato gastrintestinal, vias respiratórias e vasos sanguíneos, tornando-o, assim, um 
tecido fundamental para homeostasia do organismo (WEBB, 2003). Dessa forma, 
anormalidades no processo de contratilidade do músculo liso determinam várias 
desordens e doenças como diarreia e cólicas intestinais (KIM et al., 2008), asma 
brônquica (WEBB, 2003) e hipertensão (UEHATA et al., 1997).  
 Na musculatura lisa, um aumento na concentração de cálcio citosólico 
([Ca2+c]) é a causa primária para o início da contração (HILL-EUBANKS et al., 2011), 
e esta, em resposta a vários agentes, é frequentemente composta por duas fases: 
um componente fásico e rápido, seguido por um lento e sustentado, o componente 
tônico (BOLTON, 1979). Esta resposta bifásica é devido à fonte dual de Ca2+ no 
músculo liso, sendo uma extracelular, que permite o influxo de Ca2+ para o 
citoplasma através dos canais na membrana plasmática, e outra intracelular, que 
representa os estoques internos, em especial o retículo sarcoplasmático (RS), que 
libera Ca2+ para o citosol (MA; PAN, 2003). 
 Duas vias clássicas aumentam o influxo de Ca2+ para a contração do músculo 
liso, são os mecanismos de acoplamento eletromecânico (Figura 3) e 
farmacomecânico (Figura 4). Os mecanismos que levam a uma resposta contrátil 
através do acoplamento eletromecânico são devido a uma despolarização de 
membrana diretamente pelo aumento da concentração extracelular de potássio ou 
indiretamente pela ligação dos agonistas aos seus receptores levando à abertura 
dos canais de cálcio dependentes de voltagem (CaV), causando aumento da ([Ca
2+]c) 
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Figura 3 – Esquema do acoplamento eletromecânico da contração muscular lisa pelo 





















(1) Durante o repouso, o gradiente químico favorece o efluxo de íons K+ através de seus 
canais de vazamento, deixando a região perimembranar interna das células musculares 
lisas polarizadas negativamente; (2) um aumento na [K+]e diminui o efluxo desses íons, 
havendo acúmulo de cargas positivas na região perimembranar interna; a célula 
despolariza, ocasionando a ativação dos CaV que leva ao influxo de Ca
2+ com consequente 
contração. 
Fonte: FERREIRA, 2018. 
 
 
 Já os mecanismos farmacomecânicos de contração, ocorrem quando um 
agonista como a histamina, acetilcolina, fenilefrina, entre outros, se liga a seus 
receptores acoplados à proteína G (GPCRs) e ativam a cascata do inositol, através 
das proteínas Gq ou G11, cujas subunidades α ativam a fosfolipase C β1 (PLCβ1) 
e,consequentemente, promovem hidrólise de fosfolipídios presentes na membrana 
do tipo 4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol (PIP2), produzindo o 1,4,5-trisfosfato de 
inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG) (BILLINGTON; PENN, 2003; BERRIDGE, 2009).  
 O IP3 ativa receptores sensíveis ao IP3 (IP3R) presentes no retículo 
sarcoplasmático permitindo a liberação Ca2+, que por sua vez ativa os receptores de 
rianodina, processo este denominado de liberação de Ca2+ induzida por Ca2+ 
(ORALLO, 1996). Esse aumento na [Ca2+]c resulta na translocação da proteína 
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plasmática, onde é ativada quando entra em contato com o DAG. A PKC fosforila 
proteínas alvo específicas, como os CaV presentes na membrana plasmática, 
ativando-os, promovendo o influxo de Ca2+ (BERRIDGE, 2009). 
A contração das células musculares lisas ocorre por meio da interação dos 
filamentos grossos de miosina com os filamentos finos de actina. Para que isso 
ocorra, deve haver inicialmente a fosforilação da cadeia leve de miosina (MLC) 
(SOMLYO; SOMLYO, 2003). O aumento da [Ca2+]c, levando à formação do 
complexo cálcio-calmodulina (Ca2+-CaM), ativa a proteína cinase da cadeia leve de 
miosina (MLCK) (ECKERT et al., 2000) que irá fosforilar a MLC tornando-a passível 
de interação com a actina. Quando ocorre redução dos níveis de [Ca2+]c, uma 
segunda enzima é ativada, a fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP), que irá 
desfosforilar a MLC promovendo relaxamento. Dessa forma, o balanço entre a 
atividade da MLCK e da MLCP controla o estado de tensão muscular (HIRANO et 
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Figura 4 – Mecanismo farmacomecânico da contração muscular lisa pela ativação do 
sistema efetor Gq/11- PLCβ1. 
 
 
(1) O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmática; (2) As 
proteínas Gq/11 trocam GDP por GTP na sua subunidade α (não mostrado na figura), 
tornando-se ativa; (3) A subunidade αq/11-GTP ativa a enzima PLCβ1; (4) A PLCβ1 cliva o 
lipídio de membrana PIP2 em IP3 e DAG; (5) O IP3 migra pelo citoplasma e ativa o IP3R 
presente na membrana do RS, liberando o Ca2+ dos estoques; (6) O Ca2+ liberado ativa o 
RyR, fazendo com que mais Ca2+ seja liberado para o citoplasma; (7) O Ca2+ que foi 
liberado, juntamente com o DAG ativam a PKC; (8) A PKC ativada fosforila os CaV1 
promovendo o influxo de Ca2+ através dos mesmos; (9) O aumento da [Ca2+]c aumenta a 
afinidade pela CaM formando o complexo 4Ca2+ - CaM e ativando a MLCK; (10) A MLCK 
ativada fosforila a MLC e esta se torna ativa e interage com os filamentos de actina, 
desencadeando a contração do músculo liso. As definições das abreviaturas estão 
presentes na lista de abreviaturas e no texto. 
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 Uma via alternativa que contribui para a contração no músculo liso (Figura 5) 
é através da modulação da fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP), 
principalmente pela pequena proteína ligante de trifosfato de guanosina (RhoA-GTP) 
e a sua cinase associada (ROK), uma proteína cinase serina/treonina (KARAKI et 
al., 1997; HORI; KARAKI, 1998). Vários agonistas contráteis que aumentam a [Ca2+]i 
via GPCRs, acoplados principalmente, às proteínas G12/13 ou Gq/11, levam a ativação 
direta ou indireta do fator trocador de nucleotídio de guanina da RhoA (RhoGEF), 
que ativa a RhoA, por trocar difosfato de guanosina (GDP) por GTP nessa proteína 
(SOMLYO; SOMLYO, 2003). A RhoA-GTP ativa sua cinase associada, a ROK, essa, 
por sua vez, fosforila a MLCP, tornando-a inativa (KIMURA et al., 1996).   
 Embora a ROCK fosforile diretamente a MLC (TOTSUKAWA et al., 2000), sua 
ação principal na sensibilização ao cálcio parece ser a inibição da MLCP, esta ação 
se dá pela fosforilação direta da MYPT1, causando a sua dissociação e inibição da 
PP1c da MLCP (SOMLYO; SOMLYO, 2003; MURTHY, 2006). A ROCK também 
pode ativar uma proteína cinase independente de Ca2+, mais conhecida como 
proteína cinase de interação zíper (ZIPK). A ZIPK pode fosforilar diretamente a MLC, 
no entanto seu alvo principal é a MYPT1, a qual é fosforilada inibindo a ação da 
MLCP (MURTHY, 2006).  
 A RhoA-GTP também estimula a fosfolipase D (PLD), essa enzima está 
principalmente associada a membranas intracelulares, mas também é encontrada na 
membrana plasmática e é específica para fosfatidilcolina (PC), liberando ácido 
fosfatídico (PA) que através da ação da enzima fosfo-hidrolase é desfosforilado a 
DAG levando a ativação sustentada da PKC (BERRIDGE, 2009). A ativação da PKC 
também pode ser dependente de Gq/11, da PLC que forma DAG a partir da hidrólise 
do PIP2. A PKC pode fosforilar a proteína inibitória endógena da MLCP (CPI-17), 
aumentando assim sua potência inibitória sobre a PP1c por mais de 1000 vezes, 
inibindo assim a ação da MLCP, auxiliando na contração do músculo liso (SOMLYO; 
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Figura 5 – Mecanismo de manutenção da contração no músculo liso pela ativação da via 
G12/13-ROCK. 
 
(1) O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmática; (2) As 
proteínas G12/13 troca GDP por GTP na sua subunidade α (não mostrado da figura), 
tornando-se ativa; (3) A subunidade α12/13-GTP ativa o RhoGEF; (4) O RhoGEF faz com que 
a RhoA troque GDP por GTP, sendo translocada para a membrana; (5) A RhoA-GTP ligado 
estimula a sua cinase ROCK; A ROCK possui vários alvos: (6) Inibe a MLCP; (7) Fosforila a 
MLC; (8) Ativa a ZIPK; (9) A ZIPK fosforila diretamente a MLC; (10) A ZIPK fosforila a 
MLCP, inibindo-a; (11) A RhoA-GTP ligado estimula a PLD; (12) A PLD cliva o lípídio de 
membrana PC em PA; (13) O PA é desfosforilado a DAG pela ação da enzima fosfo-
hidrolase; (14) O DAG ativa a PKC, de maneira sustentada; (15) A PKC fosforila a CPI-17, 
ativando-a; (16) A CPI-17 inibe a ação da MLCP. Todos esses mecanismos favorecem o 
estado fosforilado a MLC e sua interação com os filamentos de actina, mantendo o músculo 
liso contraído. As definições das abreviaturas estão presentes na lista de abreviaturas e no 
texto.  
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O relaxamento no músculo liso (Figura 6) ocorre como resultado da remoção 
do estímulo contrátil ou pela ação direta de uma substância que inibe o mecanismo 
contrátil (MORGAN, 1990). A abertura de canais de K+ por meio de estímulos, leva 
ao aumento do efluxo deste íon através da célula, produzindo assim, uma 
hiperpolarização da membrana das células musculares lisas (EDWARDS; WESTON, 
1990; GURNEY, 1994), dessa forma, reduzindo o influxo de Ca2+ através dos Cav, a 
concentração deste íon no interior da célula e a contração muscular (REMBOLD, 
1996).  
Nos mecanismos de relaxamento do músculo liso através do acoplamento 
farmacomecânico estão envolvidos os agonistas que induzem este efeito por meio 
da ligação aos seus receptores que ativam diretamente uma ciclase de guanilil (GC), 
como o óxido nítrico (NO), ou de adenilil (AC), como a prostaciclina (PGI2), 
resultando na formação do monofosfato cíclico de guanosina (CGMP) e monofosfato 
cíclico de adenosina (CAMP), respectivamente, que através da ativação ou inibição 
de diversos alvos, levará à diminuição da [Ca2+]c (REMBOLD, 1996). O aumento 
desses nucleotídios cíclicos nas células musculares lisas resulta na ativação das 
suas respectivas proteínas cinases A e G (PKA e PKG) (PUETZ; LUBOMIROV; 
PFITZER, 2009). Estas levam a um aumento na atividade da Ca2+-ATPase tanto do 
RS (SERCA) como da membrana plasmática (PMCA), aumentando o sequestro e a 
extrusão de Ca2+, respectivamente. A PKA e PKG ativam também o trocador 
Na+/Ca2+ (NCX); promovem a inibição da MLCK, reduzindo sua afinidade pelo 
complexo Ca2+-CaM, causando uma redução nos níveis de MLC fosforilada; inibem 
diretamente os CaV, além de indiretamente, por ativação dos canais de K
+ que, por 
uma hiperpolarização, bloqueiam os CaV; e a PKG leva também a inativação do 
IP3R, reduzindo sua capacidade de liberar o Ca
2+ do RS. Todos esses eventos 
culminam no relaxamento do músculo liso por redução da [Ca2+]c (Figura 6) 
(WOODRUM; BROPHY, 2001; DUTTA et al., 2002; DANILA; HAMILTON, 2004). 
O endotélio vascular é considerado um órgão dinâmico que reveste o sistema 
vascular, composto por células endoteliais que respondem a hormônios, 
neurotransmissores e fatores que afetam a vasomotricidade, agregação plaquetária, 
inflamação e outros (GALLEY; WEBSTER 2004; SANDOO et al., 2010). O endotélio 
libera diversos compostos vasoativos que podem ser vasodilatadores, tais como o 
NO, PGI2 e o EDHF ou fatores vasoconstritores, tais como o tromboxano A2 e 
endotelina (CARVALHO et al., 2001).  
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O NO desempenha um papel fundamental na manutenção do tônus vascular. 
A biossíntese deste gás lipossolúvel é feita pela óxido nítrico sintase (NOS), uma 
enzima dimérica que catalisa a oxidação da L-arginina. São descritas três isoformas 
de NOS: a neuronal (nNOS), que regula a liberação de neurotransmissor, atuando 
como um mensageiro neuronal; a isoforma induzível (iNOS), expressa em uma 
variedade de tecidos de forma induzida por diferentes agentes biológicos; e NOS 
endotelial (eNOS), que é uma das principais fontes de NO encontradas no sistema 
cardiovascular (DUDZINSKI et al., 2006). A eNOS é uma enzima constitutiva ativada 
por um aumento na concentração intracelular de íons Ca2+, induzido por agonistas 
como a acetilcolina, catecolaminas, ATP, substância P, angiotensina II, ou por 
estímulos físicos, como a força de cisalhamento (CARVALHO et al., 2001).  
Inicialmente, o NO foi investigado com a função biológica de vasodilatador a 
partir dos estudos de Furchgott e Zawadzki (1980), que descreveram o fenômeno 
pelo qual a acetilcolina relaxava preparações dos vasos sanguíneos isolados 
somente se o endotélio vascular que reveste os vasos estivesse presente e intacto 
(MONCADA; HIGGS, 2006). Atualmente, sabe-se que este efeito ocorre pela ligação 
da acetilcolina aos receptores M3 nas células endoteliais, que acoplam as proteínas 
Gq/11 e ativam a via PLCβ1/IP3/Ca
2+ culminando com o aumento da produção de NO, 
ocasionando o relaxamento da célula muscular lisa (MONCADA et al., 1991; 
BRUNNING et al., 1994; GUEDES et al., 2004). Desta forma, a utilização de 
atropina, um antagonista competitivo não seletivo dos receptores muscarínicos 
(TROVERO et al., 1998; WALCH et al., 2000), é de grande valia como ferramenta 
farmacológica para a verificação da participação deste receptor no efeito relaxante 
de substâncias (AMEER et al., 2010). 
 Percebe-se então que uma substância que iniba qualquer ponto da via 
contrátil do músculo liso ou estimule o seu relaxamento, pode se tornar uma 
potencial droga espasmolítica para o tratamento de diversas desordens (PELAIA et 
al., 2002), como diarreia e cólicas intestinais (KIM et al., 2008), asma brônquica 
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Figura 6 – Mecanismo do relaxamento no músculo liso vascular induzido pelas vias efetoras 
do cAMP e cGMP. 
 
 
 (1) O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmática; (2) a 
proteína Gs troca GDP por GTP na sua subunidade α (processo não mostrado na figura), 
tornando-se ativa; (3) a subunidade Gαs-GTP ativa a AC; (4) a AC converte o ATP em cAMP; 
(5) o NO gerado nas células endoteliais estimula a atividade da sGC; (6) a sGC converte o 
GTP em cGMP; (7) os nucleotídios cíclicos, cAMP e cGMP, ativam suas respectivas 
proteínas cinases, PKA e PKG. Ambas as proteínas cinases fosforilam vários substratos: (8) 
ativam os canais de K+; (9) inibem os CaV; (10) aumentam a atividade da SERCA e da 
PMCA; (11) ativam o NCX; (12) A PKG inibe os IP3R. Todos esses mecanismos diminuem a 
[Ca2+]C; (13) inibem a MLCK, reduzindo sua afinidade pelo complexo 4Ca
2+-CaM. Todos 
esses mecanismos impedem a fosforilação da MLC e, consequentemente, a interação dos 
filamentos de miosina com os de actina, promovendo o relaxamento do músculo liso. As 
definições das abreviaturas estão presentes na lista de abreviaturas e no texto. 
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1.7 Hipertensão 
 
As doenças cardiovasculares são consideradas um problema de saúde 
pública e podem ser definidas como um grupo de doenças que afetam o coração e 
os vasos sanguíneos. Entre elas estão incluídas as doenças coronariana cardíaca, 
cerebrovascular, arterial periférica, reumática cardíaca, congênita cardíaca, 
trombose, embolia pulmonar e hipertensão. Estas doenças são a principal causa de 
óbito atualmente. Aproximadamente 17,7 milhões de pessoas morrem todos os anos 
em sua decorrência, sendo 31% de todas as mortes globais (WHO, 2017c).  
A hipertensão arterial sistêmica (HAS) é uma doença de caráter poligênico e 
multifatorial. Trata-se de níveis elevados e sustentados da pressão arterial, 
usualmente associado a alterações funcionais e/ou estruturais de órgãos-alvo: 
coração, encéfalo, rins, vasos sanguíneos e alterações metabólicas (BRASIL, 2016). 
Fisiologicamente, a pressão sanguínea apresenta uma variação considerada normal, 
porém valores mais altos do que estes configuram um quadro de hipertensão. Em 
muitos casos, é considerado hipertenso o indivíduo com pressão sistólica sanguínea 
sustentada e superior à 140 mmHg e/ou valores de pressão diastólica acima de 90 
mmHg (KJELDSEN, 2017).  
De acordo com a OMS, a hipertensão afeta cerca de um bilhão de pessoas 
em todo o mundo e contribui para aproximadamente 9,4 milhões de mortes por 
doenças cardiovasculares a cada ano. Além disso, estima-se que até o ano 2030, 23 
milhões de mortes cardiovasculares são projetados para serem devido à hipertensão 
(WHO, 2015). No Brasil, a hipertensão atinge 32,5% (36 milhões) de indivíduos 
adultos, mais de 60% dos idosos, contribuindo direta ou indiretamente para 50% das 
mortes por doença cardiovascular (SCALA; MAGALHÃES; MACHADO, 2015). 
A pressão arterial é definida como o produto do débito cardíaco pela 
resistência vascular periférica total. A resistência ao fluxo saguíneo na circulação é 
regulado principalmente pelo tônus vascular (SANTOS et al., 2007), que portanto irá 
regular a pressão arterial e distribuição do fluxo saguíneo entre os tecidos e órgãos 
do corpo. O tônus vascular, por sua vez, é regulado por hormônios circulantes, 
neurotrasmissores, fatores derivados do endotélio, sinais elétricos e/ou mecânicos, 
como a própria pressão sanguínea, além dos canais iônicos (JACKSON, 2000). 
Dessa forma, as propriedades mecânicas dos vasos sanguíneos periféricos 
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desempenham papel importante no controle circulatório, tanto em condições 
fisiológicas quanto em patológicas (EIKEN et al., 2014; JOYNER; LIMBERG, 2014).  
Os vasos sanguíneos apresentam três camadas ou túnicas: a adventícia que 
é a camada mais externa, composta por tecido conjuntivo frouxo e que recebe os 
nervos; a camada média em posição intermediária, que contém células musculares 
lisas dispostas circularmente, fibras colágenas e elastina; e a camada íntima, que 
fica em contato com o sangue, composta por células endoteliais que revestem a 
porção interna do vaso e uma lâmina subendotelial (SEIDELMANN; LIGHTHOUSE; 
GREIF, 2014).  
As células endoteliais, em condições fisiológicas, são controladas por fatores 
hemodinâmicos, como a pressão arterial e o fluxo sanguíneo, que levam a uma 
resposta dependente da produção de mediadores químicos, e que produzem 
modificações no fluxo sanguíneo (PRATI et al., 2014). Essas células desempenham 
um papel fundamental na regulação do tônus vascular através da síntese e liberação 
de fatores de relaxamento e contração envolvidos na homeostase cardiovascular 
(PEREIRA et al., 2011). Os principais fatores relaxantes derivados do endotélio são 
o NO, o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e a PGI2. Entre os 
fatores contráteis, os principais são a prostaglandina H2, o tromboxano A2, a 
angiotensina II, a endotelina-1 e os ânions superóxido ou espécies reativas de 
oxigênio (CARVALHO et al., 2001). 
O tratamento farmacológico da hipertensão abrange uma grande diversidade 
de classes de medicamentos, alguns deles exercem seu mecanismo de ação 
diretamente sobre o músculo liso vascular, seja impedindo a contração como são os 
bloqueadores de canais de cálcio (anlodipino, nifedipino), antagonistas do receptor 
da angiotensina (losartana) ou estimulando o relaxamento, como doadores de NO 
(nitruprussiato de sódio) (BRASIL, 2016; CUSPIDI et al., 2017).  
Também existem relatos da utilização de plantas medicinais para o 
tratamento da hipertensão, dentre elas Allium sativum L. (“alho”), Aloe vera (L.) 
Burm.f (“babosa”), Piper nigrum L. (“pimenta do reino”), Cassia fistula L. (“cassia-
imperial”), Senna siamea (Lam.) H.S.Irwin & Barneby (“cassia-de-sião”), entre outras 
(NEAMSUVAN; KOMONHIRAN; BOONMING, 2018).  
As doenças cardiovasculares são multifatoriais, portanto, moléculas capazes 
de atingir mais de um mecanismo envolvido na fisiopatologia dessas doenças, 
representam excelentes oportunidades para o desenvolvimento de novas drogas 
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eficazes, de maneira que os flavonoides satisfazem este requisito (ALMEIDA-
REZENDE et al., 2016).  
 Diante do exposto e com base no fato de que o extrato etanólico obtido das 
partes aéreas de Zornia brasiliensis (ZB-EtOHPA) apresentou atividade espasmolítica 
em diversos modelos de músculo liso (OLIVEIRA et al., 2014 2016a,b), além de que 
o flavonoide isolado deste extrato, 5,7-DMF, apresentou efeito tocolítico em ratas 
(FERREIRA, 2018), este trabalho objetivou realizar uma triagem farmacológica da 
atividade espasmolítica em músculos fásicos e tônicos com esse flavonoide, 
caracterizando o mecanismo de ação vasorrelaxante proposto para a 5,7-DMF já 
descrito na literatura (TEP-AREENAN; SAWASDEE; RANDALL, 2010). Dessa forma, 
podendo propiciar subsídios científicos na busca de produtos derivados de plantas 
para uso na terapêutica.  
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2.1 Gerais  
 
Avaliar e comparar a atividade espasmolítica da 5,7-DMF em músculos lisos, 
fásicos e tônicos, e caracterizar melhor o mecanismo de ação vasorrelaxante em 




 Determinar e comparar a potência e a eficácia farmacológicas relativas do 
flavonoide em:  
o Íleo de cobaia; 
o Traqueia de cobaia; 
o Aorta de Rato. 
 
 Caracterizar o efeito vasorrelaxante da 5,7-DMF em anéis isolados de aorta 
de rato, avaliando o envolvimento de: 
o Receptores muscarínicos; 
o Fatores relaxantes derivados do endotélio; 
o Canais de K+; 
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3.1 Material 
 
3.1.1 Material botânico  
 
As partes aéreas de Zornia brasiliensis foram coletadas no município de Serra 
Branca-PB em setembro de 2009, e identificadas pela Profa. Dra. Maria de Fátima 
Agra, do Setor de Botânica da Pós-graduação em Produtos Naturais e Sintéticos 
Bioativos (PgPNSB) do Centro de Ciências da Saúde (CCS), da Universidade 
Federal da Paraíba (UFPB). Uma exsicata encontra-se depositada no Herbário 
Professor Lauro Pires Xavier, do Centro de Ciências Exatas e da Natureza, da UFPB 
sob o código AGRA-6833. 
 
3.1.2 Drogas-teste  
 
Para a realização desta pesquisa era utilizada a 5,7-DMF, que foi gentilmente 
cedida pela equipe dos Professores Dr. Josean Fechine Tavares e Dr. Marcelo 
Sobral da Silva do PgPNSB da UFPB. Inicialmente, as partes aéreas de Zornia 
brasiliensis foram secas em estufa com ar circulante à temperatura de 45 °C durante 
72 horas. Após a secagem, o material foi pulverizado em moinho mecânico, 
obtendo-se o pó. Em seguida, o pó foi submetido a uma maceração exaustiva com 
etanol (EtOH) 95% por 72 horas, em macerador de aço inoxidável, sendo esse 
processo repetido por quatro vezes, obtendo-se a solução extrativa. Esta foi 
concentrada sob pressão reduzida, em evaporador rotativo a uma temperatura de 
40 °C para eliminação do solvente, obtendo-se o extrato etanólico bruto, do qual 
retirou-se uma alíquota que foi submetida a uma cromatografia líquida à vácuo com 
o solvente diclorometano. A fração resultante desse processo foi concentrada em 
rotaevaporador, obtendo-se 20,0 g da fase diclorometano que por processos 
fitoquímicos resultou no isolamento da 5,7-dimetoxifavona. 
 
3.1.3 Animais  
 
 Eram utilizados cobaias (Cavia porcellus) de ambos os sexos e ratos Wistar, 
pesando 419,9 ± 19,0 e 304,5 ± 3,5 g, respectivamente, todos provenientes do 
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Biotério Prof. Thomas George do Instituto de Pesquisa em Fármacos e 
Medicamentos (IPeFarM) da UFPB.  
Antes dos experimentos os animais eram mantidos sob rigoroso controle 
alimentar com uma dieta balanceada a base de ração tipo pellets (Presence®) com 
livre acesso a água, com ventilação e temperatura (21  1 C) controladas e 
constantes, submetidos diariamente a um ciclo claro-escuro de 12 h, sendo o 
período claro das 06h00 às 18h00. Os experimentos eram realizados no período de 
08h00 às 20h00. Todos os procedimentos experimentais foram realizados seguindo 
os princípios de cuidados com animais e aprovados pela Comissão de Ética no Uso 
de Animais (CEUA) da UFPB sob o número 129/2016 (Anexo 1). 
 
3.1.4 Substâncias e reagentes 
 
O cloreto de cálcio di-hidratado (CaCl2.2H2O), o sulfato de magnésio 
hepta-hidratado (MgSO4.7H2O), o bicarbonato de sódio (NaHCO3), o cloreto de 
potássio (KCl), o fosfato de potássio monobásico (KH2PO4), a glicose (C6H12O6), o 
fosfato de sódio monobásico anidro (NaH2PO4), o cloreto de sódio (NaCl), o ácido 
clorídrico (HCl), o hidróxido de sódio (NaOH) e o cloreto de magnésio di-hidratado 
(MgCl2.2H2O) foram obtidos da Vetec (Brasil). 
O diidrocloridrato de histamina, o cloridrato de carbamilcolina (CCh), o ácido 
araquidônico (AA), o cloridrato de L(-)-fenilefrina (FEN), o cloridrato de acetilcolina 
(ACh), o Nω-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), a L-arginina, a 1H-[1,2,4], o 
Rp 8-Bromo-β-fenil-1,N2-etenoguanosina-3′, 5′- monofosforotiotato cíclico (Rr-8-Br-
PET-cGMPS), e o Cremophor® foram obtidos da Sigma-Aldrich (Brasil). O 1,4-diidro-
2,6-dimetil-5-nitro-4-[2-trifluorometil)fenil]3-piridina carboxílico ácido metil éster (S-(-)-
Bay K8644) foi obtido da Santa Cruz Biotechnology. A mistura carbogênica (95% de 
O2 e 5% de CO2) foi obtida da White Martins (Brasil).  
Todas as substâncias foram mantidas em um “freezer” à temperatura de 
4-8 °C, dissolvidas e diluídas em água destilada, exceto o S-(-)-Bay K8644 que foi 
dissolvido em etanol absoluto para obtenção da solução-estoque, sendo este último 
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3.1.5 Soluções nutritivas 
 
De acordo com os experimentos realizados, eram utilizadas várias soluções 
nutritivas (ajustadas ao pH 7,4, com uma solução de HCl ou NaOH 1N), todas 
gaseificadas com carbogênio e mantidas a 37 oC, cujas composições estão descritas 
abaixo: 
 
Composição da solução de Krebs modificado por Sun e Benishin (1994) 
(mM): NaCl (117,0), KCl (4,7), MgSO4 (1,3), NaH2PO4 (1,2), CaCl2 (2,5), glicose 
(11,0) e NaHCO3 (25,0). 
 
Solução de Krebs (mM): NaCl (118,0), KCl (4,5), MgSO4 (5,7), KH2PO4 (1,1), 
CaCl2 (2,5), glicose (11,0) e NaHCO3 (25,0). 
 
Solução de Krebs despolarizante com 30 mM de KCl (mM): NaCl (92,5), 
KCl (30,0), MgSO4 (5,7), KH2PO4 (1,1), CaCl2 (2,5), glicose (11,0) e NaHCO3 (25,0). 
 
Solução de Krebs despolarizante com 80 mM de KCl (mM): NaCl (42,5), 
KCl (80,0), MgSO4 (5,7), KH2PO4 (1,1), CaCl2 (2,5), glicose (11,0) e NaHCO3 (25,0). 
 
Solução de Krebs despolarizante nominalmente sem cálcio (mM): NaCl 
(42,5), KCl (80,0), MgSO4 (5,7), KH2PO4 (1,1), glicose (11,0) e NaHCO3 (25,0). 
 
3.1.6 Preparação das soluções-mãe do flavonoide para os ensaios farmacológicos 
 
O flavonoide era solubilizado em Cremophor® e diluído em água destilada 
para obtenção da solução-estoque (10-2 M, 3% Cremophor® v/v) que era estocada a 
uma temperatura de 0 C. A concentração final de Cremophor® na cuba nunca 
excedeu 0,01%. Nesta concentração o Cremophor® é desprovido de efeito contrátil 
ou relaxante significante no órgão estudado, de acordo com dados obtidos em 
experimentos anteriores. 
Na triagem farmacológica, as concentrações do flavonoide eram utilizadas em 
múltiplos de 3, sendo a concentração submáxima 10-4 M e a máxima 3 x 10-4 M. 
Quando na concentração submáxima o efeito observado ultrapassou 50% e na 
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concentração máxima o efeito observado ultrapassou 70%, houve a determinação 
de uma curva concentrações-resposta completa testando concentrações menores 




Para o registro das contrações isotônicas, os órgãos eram suspensos em 
cubas de banho para órgãos isolados (5 mL) e conectados a uma alavanca isotônica 
de inscrição frontal em cilindros esfumaçados de um quimógrafo (DTF, Brasil). A 
temperatura das cubas era controlada com bombas termostáticas (BANHO-MARIA 
AVS-BM, Brasil, ou POLYSTAT 12002, Cole-Palmer, EUA).  
Para registrar as contrações isométricas, os órgãos eram suspensos em 
cubas de banho para órgãos isolados (6 mL) modelo BOI-04 e conectados a 
transdutores de força isométricos modelo TIM 05 acoplados a um amplificador 
modelo AECAD04F. Este, por sua vez, era conectado a um sistema de aquisição 
digital com o software AQCAD versão 2.1.6 para aquisição dos dados e ANCAD 
para análise. O sistema contém uma bomba termostática modelo BT-60 que controla 
a temperatura das cubas. Todos os aparelhos foram adquiridos da AVS Projetos 
(São Paulo-SP, Brasil). 
Todas as substâncias eram pesadas em balança analítica modelo AG200 e 
os animais em balança semianalítica modelo BG4001, ambas da Gehaka (Brasil). 





3.2.1 Triagem farmacológica preliminar 
 
3.2.1.2 Efeito da 5,7-dimetoxiflavona frente às contrações fásicas induzidas por 
CCh ou por histamina em íleo isolado de cobaia 
 
Os cobaias eram mantidos em jejum por um período de 18 horas, tendo 
acesso à água ad libitum antes do início dos experimentos. Após este período eram 
eutanasiados por decapitação com o auxílio de uma guilhotina. O abdômen era 
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aberto e um segmento do íleo de aproximadamente 15 cm de comprimento era 
retirado e colocado em uma placa de Petri contendo solução nutritiva de Krebs 
modificado a 37 C gaseificados com carbogênio. 
Após cuidadosa dissecação, o segmento do íleo era seccionado em 
fragmentos de 2 a 3 cm de comprimento, suspensos individualmente em cubas de 
vidro e deixados em repouso por 30 minutos, tempo necessário para perfeita 
estabilização da preparação, durante este período a solução nutritiva era trocada a 
cada 15 minutos. Após o período de estabilização, era induzida uma contração com 
40 mM de KCl para verificar a funcionalidade do órgão. A preparação era lavada e 
após 15 minutos duas contrações fásicas de magnitudes similares, com intervalo de 
15 minutos entre ambas, eram obtidas com 10-6 M de CCh ou de histamina, 
concentração submáxima que produz cerca de 80% da resposta máxima, e 
registradas através de uma alavanca isotônica de inscrição frontal acoplada ao 
cilindro esfumaçado de um quimógrafo. O flavonoide era incubado em pelo menos 3 
concentrações por 15 minutos em preparações diferentes, e na presença deste, era 
induzida uma terceira contração utilizando um dos agonistas acima citados em 
preparações diferentes (DANIEL; KWAN; JANSSEN, 2001). 
A inibição da resposta contrátil induzida por CCh ou por histamina foi avaliada 
por comparação das respostas antes (controle) e após a adição da 5,7-DMF à cuba, 
sendo sua eficácia expressa como Emax (efeito máximo). Os valores de CI50 
(concentração da substância que inibe 50% do efeito máximo de um agonista) foram 
expressos como a média e e.p.m. (erro padrão da média) dos valores individuais da 
CI50 obtidos em cada um dos experimentos e calculados por regressão não linear. 
O tempo de reversão do efeito espasmolítico do flavonoide era observado 
após a retirada do mesmo na concentração máxima utilizada. 
 
3.2.1.3 Efeito da 5,7-dimetoxiflavona sobre as contrações tônicas induzidas por 
CCh em traqueia isolada de cobaia 
 
Os cobaias, após serem eutanasiados por decapitação com o auxílio de uma 
guilhotina, tinham a traqueia retirada e limpa, de modo a separá-la de todo o tecido 
conectivo e adiposo. O órgão era dividido em segmentos, contendo de 3 a 4 anéis 
de cartilagem. Os segmentos eram suspensos individualmente através de hastes de 
aço inoxidável em cubas de banho (6 mL), contendo solução nutritiva de Krebs sob 
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tensão de 1 grama. Estes segmentos eram mantidos a uma temperatura de 37 C e 
permaneceram em repouso durante 60 minutos, sendo a solução trocada a cada 15 
minutos.  
Após o período de estabilização era induzida uma contração com 10-6 M de 
CCh, e durante o componente tônico era adicionado 10-4 M de AA para verificar a 
integridade do epitélio. O epitélio era considerado íntegro quando os anéis de 
traqueia apresentaram relaxamento igual ou superior a 50%. Em relaxamento igual 
ou inferior a 10%, os anéis eram considerados sem epitélio funcional. Após a 
lavagem, esperou-se 30 minutos e durante o componente tônico de uma segunda 
resposta ao agonista, o flavonoide era adicionado em preparações diferentes de 
maneira cumulativa à cuba (TSCHIRHART et al., 1987). 
 O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contração inicial 
induzida por CCh e os valores de CE50 (concentração de uma substância que produz 
50% do seu efeito máximo) foram calculados por regressão não linear a partir das 
curvas concentrações-resposta obtida para o flavonoide em anéis com e sem 
epitélio funcional. 
 Após o relaxamento máximo do flavonoide, o tempo de reversão era 
observado. 
 
3.2.1.4 Efeito da 5,7-dimetoxiflavona sobre as contrações tônicas induzidas por 
FEN em aorta isolada de rato 
 
Os ratos eram eutanasiados por decapitação com o auxílio de uma guilhotina. 
Um segmento da aorta torácica era retirado e limpo de todo o tecido conjuntivo e 
adiposo, em seguida, era seccionado em anéis de 3-5 mm. Para obtenção das 
respostas isométricas, os anéis eram suspensos individualmente por uma alça de 
aço inoxidável, em cubas de banho (6 mL) contendo solução de Krebs a 37 °C. As 
preparações eram estabilizadas por um período de 60 minutos, durante o qual eram 
mantidas sob uma tensão de repouso de 1 grama e gaseificados com carbogênio. 
Durante esse período, a solução nutritiva era renovada a cada 15 minutos para 
prevenir a interferência de metabólitos (ALTURA; ALTURA, 1970).  
Após o período de estabilização era induzida uma contração com 3 x 10-7 M 
de FEN e durante o componente tônico era adicionado 10-6 M de ACh para verificar 
a integridade do endotélio (FURCHGOTT; ZAWDZKI, 1980). O endotélio vascular 
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era considerado íntegro quando os anéis aórticos apresentassem relaxamento igual 
ou superior a 50%. Em relaxamento igual ou inferior a 10%, os anéis eram 
considerados sem endotélio funcional (AJAYA; GILANI; MUSTAFAA, 2003). Após a 
lavagem, esperou-se 30 minutos e durante o componente tônico de uma segunda 
resposta ao agonista, o flavonoide era adicionado em preparações diferentes de 
maneira cumulativa à cuba. 
O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contração 
induzida por FEN. Os valores de CE50 foram obtidos por regressão não linear a partir 
das curvas concentrações-resposta obtidas para o flavonoide em anéis com e sem 
endotélio funcional.  
Após o relaxamento máximo do flavonoide, o tempo de reversão era 
observado. 
 
3.2.2 Investigação do mecanismo de ação vasorrelaxante da 
5,7-dimetoxiflavona em aorta isolada de rato 
 
3.2.2.1 Avaliação do envolvimento do receptor muscarínico no efeito 
vasorrelaxante produzido pela 5,7-dimetoxiflavona 
 
3.2.2.1.1 Efeito da 5,7-dimetoxiflavona sobre as contrações tônicas induzidas 
por FEN na ausência e na presença de atropina  
 
 A aorta era montada como descrito anteriormente. Após o período de 
estabilização em solução de Krebs e verificação da presença de endotélio, os anéis 
de aorta eram incubados com 10 μM de atropina, antagonista não-seletivo 
competitivo dos receptores muscarínicos (adaptado de ZIYYAT et al., 2002). Após 
30 minutos, uma contração com 3 x 10-7 M de FEN era induzida e sobre o 
componente tônico era adicionado o flavonoide de maneira cumulativa.  
O relaxamento produzido pelo flavonoide foi expresso como a percentagem 
reversa da contração inicial induzida pelo agonista. Os valores de CE50 do flavonoide 
foram calculados a partir das curvas concentrações-resposta, na ausência e na 
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3.2.2.2 Confirmação do envolvimento do óxido nítrico (NO) no efeito 
vasorrelaxante produzido pela 5,7-dimetoxiflavona  
 
3.2.2.2.1 Efeito da 5,7-dimetoxiflavona sobre as contrações tônicas induzidas 
por FEN na ausência e na presença de L-NAME e de L-arginina  
 
 A aorta era montada como descrito no item 3.2.1.4. Após o período de 
estabilização em solução de Krebs e verificação da presença de endotélio, os anéis 
de aorta eram incubados com 10-4 M de L-NAME (REES et al., 1990), inibidor não 
seletivo competitivo da sintase do NO. Após 30 minutos, uma contração com 
3 x 10-7 M de FEN era induzida e sobre o componente tônico o flavonoide era 
adicionado de maneira cumulativa.  
 A reversibilidade do efeito inibitório do L-NAME era demonstrada pela adição 
de 10-3 M de L-arginina, substrato para NOS, na presença e na ausência de 
L-NAME, permanecendo na cuba por 30 minutos antes da contração com o agonista 
(REES et al., 1990).  
O relaxamento produzido pelo flavonoide foi expresso como a percentagem 
reversa da contração inicial induzida pelo agonista. Os valores de CE50 da 5,7-DMF 
foram calculados a partir das curvas concentrações-resposta, na ausência e na 
presença das ferramentas farmacológicas utilizadas. 
 
3.2.2.3 Avaliação da participação da proteína cinase dependente de cGMP 
(PKG) na ação vasorrelaxante da 5,7-dimetoxiflavona  
 
3.2.2.3.1 Efeito da 5,7-dimetoxiflavona sobre as contrações tônicas induzidas 
por FEN na ausência e na presença de Rp-8-Br-PET-cGMPS 
 
A aorta era montada como descrito no item 3.2.1.4. Após o período de 
estabilização em solução de Krebs e verificação da presença de endotélio, os anéis 
de aorta eram incubados com 3 x 10-5 M de Rp-8-Br-PET-cGMPS, inibidor 
competitivo da PKG (IBARRA-ALVORADO et al., 2002). Após 30 minutos, uma 
contração com 3 x 10-7 M de FEN era induzida e sobre o componente tônico o 
flavonoide era adicionado de maneira cumulativa. 
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O relaxamento produzido pelo flavonoide foi expresso como a percentagem 
reversa da contração inicial induzida pelo agonista. Os valores de CE50 do flavonoide 
foram calculados a partir das curvas concentrações-resposta, na ausência e na 
presença do bloqueador. 
 
3.2.2.4 Avaliação da participação dos canais de potássio ou de cálcio 
dependente de voltagem no efeito vasorrelaxante produzido pela 
5,7-dimetoxiflavona  
 
3.2.2.4.1 Efeito da 5,7-dimetoxiflavona sobre as contrações tônicas induzidas 
por 30 ou 80 mM de KCl  
 
A aorta era montada como descrito no item 3.2.1.4. Após o período de 
estabilização em solução de Krebs e verificação da presença de endotélio, a solução 
de Krebs era trocada por solução contendo 30 ou 80 mM de KCl, induzindo uma 
contração (GURNEY, 1994) e sobre o componente tônico desta contração o 
flavonoide era adicionado de maneira cumulativa. 
O relaxamento do flavonoide foi expresso como a percentagem reversa da 
contração inicial induzida por KCl, e os valores de Emax da 5,7-DMF foram obtidos 
para contrações induzidas por solução de 30 e 80 mM de KCl. Os valores de CE50 
foram calculados a partir das curvas concentrações-resposta obtidas para 5,7-DMF 
com a solução de 30 ou 80 mM de KCl.  
 
3.2.2.4.2 Efeito da 5,7-dimetoxiflavona frente às contrações cumulativas 
induzidas por CaCl2 em meio despolarizante nominalmente sem Ca
2+  
 
A aorta era montada como descrito no item 3.2.1.4. Após o período de 
estabilização e verificação da presença de endotélio, a solução de Krebs era 
substituída pela solução despolarizante (KCl 80 mM) nominalmente sem Ca2+ 
durante um período de 45 minutos. Durante esse tempo, a preparação era lavada a 
cada 15 minutos. Eram induzidas duas curvas concentrações-resposta cumulativas 
ao CaCl2 e em seguida, o flavonoide era incubado em pelo menos 3 concentrações, 
na ausência de CaCl2 por 15 minutos e, após esse período, uma terceira curva 
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concentrações-resposta cumulativa ao CaCl2 era obtida na presença do flavonoide 
(VAN ROSSUM, 1963).  
Os resultados foram avaliados comparando-se a percentagem da resposta 
contrátil na presença do flavonoide com a obtida pela amplitude média das curvas 
controle na ausência do flavonoide. O efeito inibitório do flavonoide foi avaliado com 
base na análise dos valores do Emax e da CE50 do CaCl2 calculados a partir das 
curvas concentrações-resposta, na ausência e na presença do flavonoide. 
 
3.2.2.4.3 Efeito da 5,7-dimetoxiflavona sobre as contrações induzidas por 
S-(-)-Bay K8644 
 
 A aorta era montada como descrito no item 3.2.1.4. Após o período de 
estabilização em solução de Krebs e verificação da presença de endotélio, era 
induzida uma contração com 3 x 10-7 M de S-(-)-Bay K8644 (YUZURIHARA et al., 
2002), um agonista seletivo dos Cav do tipo L ou Cav1 (FERRANTE et al., 1989). 
Após a estabilização dessa contração, o flavonoide era adicionado de maneira 
cumulativa à cuba. Os valores de CE50 foram obtidos por regressão não-linear a 
partir da curva concentrações-resposta obtidas para o flavonoide. 
 
3.3 Análise estatística 
 
Todos os resultados obtidos foram expressos como a percentagem da média 
e o erro padrão da média (e.p.m.) e analisados estatisticamente empregando-se o 
teste “t” (dois grupos) ou análise de variância (ANOVA) “one-way” seguido do pós-
teste de Tukey (múltiplos grupos). A hipótese nula foi rejeitada quando p < 0,05. Os 
valores de CE50 foram calculados por regressão não linear. Todos os dados foram 
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4.1 Triagem farmacológica preliminar 
 
4.1.1 Efeito da 5,7-dimetoxiflavona frente às contrações fásicas induzidas por 
histamina ou por CCh em íleo isolado de cobaia 
 
A 5,7-DMF (3 x 10-6, 10-5, 3 x 10-5, 10-4 e 3 x 10-4 M; n = 5) antagonizou de 
maneira dependente de concentração as contrações fásicas induzidas tanto por 
10-6 M de CCh (Emax = 98,5 ± 1,0% e CI50 = 3,2 ± 0,7 x 10
-5 M) como de histamina 
(Emax = 95,0 ± 2,6% e CI50 = 9,9 ± 1,4 x 10
-6 M), sendo cerca de 3 vezes mais 
potente em inibir as contrações fásicas induzidas pela histamina (Gráfico 1). 
A responsividade do íleo à histamina e ao CCh foi restaurada em 60 minutos 
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Gráfico 1 – Efeito da 5,7-DMF frente às contrações fásicas induzidas por 10-6 M de CCh (A) 































As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5). 
*p < 0,05 (Controle vs 5,7-DMF). 
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4.1.2 Efeito da 5,7-dimetoxiflavona sobre as contrações tônicas induzidas por 
CCh em traqueia isolada de cobaia 
 
A 5,7-DMF (10-7, 3 x 10-7, 10-6, 3 x 10-6, 10-5, 3 x 10-5 e 10-4 M; n = 5) relaxou 
de maneira equipotente e dependente de concentração a traqueia de cobaia 
pré-contraída com CCh tanto na presença (Emax = 122,4 ± 9,5% e 
CE50 = 2,4 ± 0,4 x 10
-5 M) quanto na ausência (Emax = 111,4 ± 8,3% e CE50 = 2,6 ± 
0,4 x 10-5 M) de epitélio funcional (Figura 7 e Gráfico 2). 
A responsividade da traqueia ao CCh na presença e na ausência de epitélio 
funcional, foi restaurada em 90 e 92,5 ± 7,5%, respectivamente, em 2 horas após a 
retirada do flavonoide da cuba.  
O tempo médio para que a 5,7-DMF (10-7 a 10-4 M) alcançasse o seu efeito 
relaxante máximo total era cerca de 3 horas, tanto na presença quanto na ausência 
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Figura 7 – Registros originais representativos do efeito relaxante da 5,7-DMF em traqueia 




















As setas para baixo representam as concentrações cumulativas da 5,7-DMF (10-7, 3 x 10-7, 
10-6, 3 x 10-6, 10-5, 3 x 10-5 e 10-4 M) adicionadas às cubas. CCh = carbacol, AA = ácido 
aráquidônico, L = lavagem, 5,7-DMF = 5,7-dimetoxiflavona. 
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Gráfico 2 – Efeito relaxante da 5,7-DMF sobre as contrações tônicas induzidas por 10-6 M 











Os símbolos representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).  
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4.1.3 Efeito da 5,7-DMF sobre as contrações tônicas induzidas por FEN em 
aorta isolada de rato 
 
A 5,7-DMF (10-7, 3 x 10-7, 10-6, 3 x 10-6, 10-5, 3 x 10-5 e 10-4 M) relaxou de maneira 
dependente de concentração a aorta isolada de rato pré-contraída com FEN, tanto 
na presença (Emax = 103,2 ± 1,9% e CE50 = 4,5 ± 0,7 x 10
-6 M) quanto na ausência 
(Emax = 101,5 ± 9,2% e CE50 = 1,7 ± 0,3 x 10
-5 M) de endotélio funcional, porém 
sendo cerca de 4 vezes mais potente na presença do endotélio funcional (Figura 8 e 
Gráfico 3). 
A responsividade da aorta à fenilefrina com e sem endotélio funcional, foi 
restaurada (91,0 ± 4,5 e 73,3 ± 8,8% respectivamente) em 2 horas após a retirada 
do flavonoide da cuba. 
O tempo médio para que a 5,7-DMF (10-7 a 10-4 M) alcançasse o seu efeito 
vasorrelaxante máximo total era cerca de 3 horas, tanto na presença quanto na 
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Figura 8 – Registros originais representativos do efeito vasorrelaxante da 5,7-DMF em aorta 




















As setas para baixo representam as concentrações cumulativas da 5,7-DMF (10-7, 3 x 10-7, 
10-6, 3 x 10-6, 10-5, 3 x 10-5 e 10-4 M) adicionadas às cubas. FEN = fenilefrina, 
ACh = acetilcolina, L = lavagem, 5,7-DMF = 5,7-dimetoxiflavona. 
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Gráfico 3 – Efeito vasorrelaxante da 5,7-DMF sobre as contrações tônicas induzidas por 












Os símbolos representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).  
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Órgão isolado          Agente contrátil        Endotélio/Epitélio         CI50/CE50 (M) 
 
 
Íleo de cobaia  CCh       -   3,2 ± 0,5 x 10-5 
    Histamina        -   9,9 ± 1,4 x 10-6 * 
 
Traqueia de cobaia  CCh   Presença  2,4 ± 0,4 x 10-5  
       Ausência  2,6 ± 0,4 x 10-5  
 
Aorta de rato   FEN   Presença   4,5 ± 0,7 x 10-6 *# 
       Ausência   1,7 ± 0,3 x 10-5 
 
ANOVA “one-way” seguido do pós-teste de Tukey. *p < 0,05 (histamina vs. CCh; 
ausência vs. presença); #p < 0,05 (Aorta vs. íleo/traqueia) (n = 5).  
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4.2 Investigação do mecanismo de ação vasorrelaxante da 5,7-DMF em aorta 
isolada de rato 
 
4.2.1 Avaliação do envolvimento do receptor muscarínico no efeito relaxante 
produzido pela 5,7-DMF 
 
4.2.1.1 Efeito da 5,7-dimetoxiflavona sobre as contrações tônicas induzidas por 
FEN na ausência e na presença de atropina 
 
A curva de relaxamento da 5,7-DMF (Emax = 103,2 ± 1,9% e 
CE50 = 4,5 ± 0,7 x 10
-6 M) não foi desviada na presença de 10 μM de atropina 
(Emax = 97,1 ± 2,7% e CE50 = 3,8 ± 0,7 x 10
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Figura 9 – Registros originais representativos do efeito vasorrelaxante da 5,7-DMF em aorta 
isolada de rato pré-contraída com 3 x 10-7 M de FEN na ausência (A) e na presença de 














As setas para baixo representam as concentrações cumulativas da 5,7-DMF (10-7, 3 x 10-7, 
10-6, 3 x 10-6, 10-5, 3 x 10-5, 10-4 e  3 x 10-4 M) adicionadas às cubas. FEN = fenilefrina, 
ACh = acetilcolina, L = lavagem, 5,7-DMF = 5,7-dimetoxiflavona. 
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Gráfico 4 – Efeito vasorrelaxante da 5,7-DMF sobre as contrações tônicas induzidas por 
3 x 10-7 M de FEN na ausência (●) e na presença de 10 μM de atropina (Δ) em anéis de 














Os símbolos representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).  
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4.2.2 Confirmação do envolvimento do NO no efeito vasorrelaxante produzido 
pela 5,7-dimetoxiflavona em aorta isolada de rato 
 
4.2.2.1 Efeito da 5,7-dimetoxiflavona sobre as contrações tônicas induzidas por 
FEN na ausência e na presença de L-NAME e de L-arginina 
A curva controle de relaxamento da 5,7-DMF (Emax = 103,2 ± 1,9% e 
CE50 = 4,5 ± 0,7 x 10
-6 M) foi desviada para a direita com redução da potência 
relaxante em cerca de 4,5 vezes na presença do L-NAME (Emax = 95,2 ± 4,3% e 
CE50 = 2,0 ± 0,3 x 10
-5 M). Este efeito inibitório do L-NAME foi revertido na presença 
de elevada concentração de L-arginina (Emax = 99,9 ± 2,2% e 
CE50 = 3,4 ± 0,8 x 10
-6 M). Diferentemente, na presença apenas da L-arginina, a 
curva foi desviada para a esquerda, com aumento da potência relaxante do 
flavonoide em cerca de 2 vezes (Emax = 108,6 ± 4,5% e CE50 = 2,3 ± 0,5 x 10
-6 M) 
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Figura 10 – Registros originais representativos do efeito vasorrelaxante da 5,7-DMF em 
aorta isolada de rato pré-contraída com 3 x 10-7 M de FEN na ausência (A) e na presença de 
10-4 M de L-NAME (B) ou de 10-4 M de L-NAME + 10-3 M de L-arginina (C) ou 10-3 M de 
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As setas para baixo representam as concentrações cumulativas da 5,7-DMF (10-7, 3 x 10-7, 
10-6, 3 x 10-6, 10-5, 3 x 10-5, 10-4 ou 3 x 10-4M) adicionadas às cubas. FEN = fenilefrina, 
ACh = acetilcolina, L = lavagem, L-arg = L-arginina, 5,7-DMF = 5,7-dimetoxiflavona. 
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Gráfico 5 – Efeito vasorrelaxante da 5,7-DMF sobre as contrações tônicas induzidas por 
3 x 10-7 M de FEN na ausência (●) e na presença de 10-4 M de L-NAME (○) ou 10-4 M de 
L-NAME + 10-3 M de L-arginina (◊) ou 10-3 M de L-arginina (♦) em anéis de aorta isolados de 












Os símbolos representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).  
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Tabela 2 – Valores de Emax e CE50 da 5,7-DMF em aneis de aorta isolados de rato 




ANOVA “one-way” seguido do pós-teste de Tukey. *p < 0,05 (Ausência (E+) vs. 
L-NAME/L-arg); #p < 0,05 (E+ vs. E-), n = 5. 
 



















Emax (%) CE50 (M) 
Ausência (E+) 
Ausência (E-) 
103,2 ± 1,9 
101,5 ± 9,2 
4,5 ± 0,7 x 10-6  
1,7 ± 0,3 x 10-5# 
Atropina 
L-NAME 
97,1 ± 2,7 
95,2 ± 4,3 
3,8 ± 0,7 x 10-6  
  2,0 ± 0,3 x 10-5 * 
L-NAME + L-arg 99,9 ± 2,2 3,4 ± 0,8 x 10-6  
L-arg 108,6 ± 4,5   2,3 ± 0,5 x 10-6 * 
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4.2.3 Avaliação da participação da proteína cinase dependente de cGMP (PKG) 
na ação relaxante da 5,7-DMF  
 
4.2.3.1 Efeito da 5,7-DMF sobre as contrações tônicas induzidas por FEN na 
presença e na ausência de Rp-8-Br-PET-cGMPS 
 
A curva de relaxamento da 5,7-DMF (Emax = 103,2 ± 1,9% e 
CE50 = 4,5 ± 0,7 x 10
-6 M) foi desviada para a direita na presença de Rp-8-Br-PET-
cGMPS, com redução da potência relaxante em cerca de 2 vezes e aumentando 
eficácia (Emax = 116,5 ± 6,1% e CE50 = 8,3 ± 1,7 x 10
-6 M) na presença do 
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Figura 11 – Registros originais representativos do efeito vasorrelaxante da 5,7-DMF em 
aorta isolada de rato com endotélio funcional pré-contraída com 3 x 10-7 M de FEN na 
















As setas para baixo representam as concentrações cumulativas da 5,7-DMF (10-7, 3 x 10-7,  
10-6, 3 x 10-6, 10-5, 3 x 10-5 e 10-4 M) adicionadas às cubas. FEN = fenilefrina, 
ACh = acetilcolina, L = lavagem, Rp-8-Br-PET-cGMPS = Rp-8-Bromo-β-fenil-1,N2-
etenoguanosina-3′, 5′- monofosforotiotato cíclico, 5,7-DMF = 5,7-dimetoxiflavona. 
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Gráfico 6 – Efeito vasorrelaxante da 5,7-DMF sobre as contrações tônicas induzidas por 
3 x 10-7 M de FEN na ausência (●) e na presença de 3 x 10-5 M de Rp-8-Br-PET-cGMPS ( ) 
em anéis de aorta isolados de rato com endotélio funcional. 
 






















Os símbolos representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).  
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4.2.4 Avaliação da participação dos canais de potássio ou de cálcio 
dependente de voltagem no efeito vasorrelaxante produzido pela 5,7-DMF  
 
4.2.4.1 Efeito da 5,7-DMF sobre as contrações tônicas induzidas por 30 ou 
80 mM de KCl 
 A 5,7-DMF adicionada cumulativamente à cuba, relaxou de maneira 
dependente de concentração e equipotente os anéis de aorta quando estes eram 
pré-contraídos com moderada (30 mM) concentração de KCl (Emax = 94,6 ± 1,4% e 
CE50 = 1,5 ± 0,3 x 10
-5 M) ou alta concentração (80 mM) de KCl (Emax = 98,8 ± 2,8% 
e CE50 = 2,2 ± 0,2 x 10
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Figura 12 – Registros originais representativos do efeito vasorrelaxante da 5,7-DMF em 




















As setas para baixo representam as concentrações cumulativas da 5,7-DMF (10-7, 3 x 10-7, 
10-6, 3 x 10-6, 10-5, 3 x 10-5, 10-4 e 3 x 10-4 M) adicionadas às cubas. FEN = fenilefrina, 
ACh = acetilcolina, L = lavagem, KCl = cloreto de potássio, 5,7-DMF = 5,7-dimetoxiflavona. 
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Gráfico 7 – Efeito vasorrelaxante da 5,7-DMF sobre as contrações tônicas induzidas por 












Os símbolos representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).  
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4.2.4.2 Efeito da 5,7-DMF frente às contrações cumulativas induzidas por CaCl2 
em meio despolarizante nominalmente sem Ca2+  
 
A 5,7-DMF (10-6, 3 x 10-6, 10-5, 3 x 10-5 e 10-4 M) inibiu de maneira dependente de 
concentração as contrações induzidas por CaCl2 em meio despolarizante (KCl 
80 mM) nominalmente sem Ca2+. As curvas cumulativas ao CaCl2 foram desviadas 
para a direita de maneira não paralela e com redução do Emax de 100% (controle) 
para 87,2 ± 4,3; 61,3 ± 2,3; 47,7 ± 3,5; 30,9 ± 1,7 e 34,8 ± 2,2% respectivamente (n = 
5). Os valores de CE50 do CaCl2 passaram de 1,8 ± 0,2 x 10
-4 M no controle, para 
6,0 ± 2,4 x 10-4; 1,7 ± 0,6 x 10-4; 3,5 ± 1,3 x 10-3 e 3,5 ± 1,3 x 10-3 M, respectivamente 
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Figura 13 – Registros originais representativos das curvas concentrações-resposta 
cumulativas ao CaCl2 na presença da 5,7-DMF nas concentrações de 10
-6 (A), 3 x 10-6 (B), 
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As setas para baixo representam a adição cumulativa de CaCl2 (10
-7-3 x 10-1 M) adicionadas 
às cubas. FEN = fenilefrina, ACh = acetilcolina, L = lavagem, CaCl2 = cloreto de cálcio, 
5,7-DMF = 5,7-dimetoxiflavona. 
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Gráfico 8 – Curvas concentrações-resposta cumulativas ao CaCl2 em meio despolarizante 
nominalmente sem Ca2+ na ausência (●) e na presença da 5,7-DMF nas concentrações           













Os símbolos representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5). 
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4.2.4.3 Efeito da 5,7-DMF sobre as contrações tônicas induzidas por S-(-)-Bay 
K8644 
 
O flavonoide 5,7-DMF relaxou de maneira dependente de concentração a 
aorta isolada de rato pré-contraída com S-(-)-Bay K8644 (Emax = 100,5 ± 2,2% e 
CE50 = 3,5 ± 0,7 x 10
-6 M), com aumento da potência em torno de 6 vezes em 
relação a curva de relaxamento da 5,7-DMF na presença de altas concentrações 
(80 mM) de KCl (Emax = 98,8 ± 2,8% e CE50 = 2,2 ± 0,2 x 10
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Figura 14 – Registros originais representativos do efeito vasorrelaxante da 5,7-DMF em 
aorta isolada de rato com endotélio funcional pré-contraída com 80 mM de KCl (A) ou com 



















As setas para baixo representam as concentrações cumulativas da 5,7-DMF (10-7, 3 x 10-7, 
10-6, 3 x 10-6, 10-5, 3 x 10-5, 10-4 e 3 x 10-4 M) adicionadas às cubas. FEN = fenilefrina, 
ACh = acetilcolina, L = lavagem, S-(-)-Bay K8644 = 1,4-diidro-2,6-dimetil-5-nitro-4-[2-
trifluorometil)fenil]3-piridina carboxílico ácido metil éster, 5-7-DMF = 5,7 dimetoxiflavona. 
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Gráfico 9 – Efeito vasorrelaxante da 5,7-DMF sobre as contrações tônicas induzidas por 














Os símbolos representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).  
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Diante do fato de que o extrato etanólico bruto obtido das partes aéreas de 
Zornia brasiliensis (ZB-EtOHPA), solubilizado com Cremophor
®, apresentou atividade 
espasmolítica em diversos modelos de músculo liso, resolveu-se investigar se o 
flavonoide isolado desta espécie, a 5,7-dimetoxiflavona (5,7-DMF) e solubilizada 
com Cremophor®, também apresentaria este efeito. Dessa forma, realizou-se uma 
triagem farmacológica em músculos lisos, fásico e tônico, e pode-se observar uma 
atividade espasmolítica não seletiva para o flavonoide nestes órgãos testados. 
Dentre os órgãos testados, o flavonoide apresentou maior potência sobre a aorta de 
rato, sendo esta, já relatada para a 5,7-DMF, isolada dos rizomas da espécie 
Kaempferia parviflora e solubilizada com dimetilsulfóxido – DMSO (TEP‐AREENAN; 
SAWASDEE; RANDALL, 2010). Sendo assim, decidiu-se continuar avaliando o 
mecanismo de ação proposto para o mesmo.  
O músculo liso é o principal tipo de músculo que controla a maioria dos 
sistemas de órgãos ocos do corpo (WATTERSON; RATZ; SPIEGEL, 2005), como 
trato gastrintestinal, vias respiratórias e vasos sanguíneos, tornando-o, assim, um 
tecido fundamental para homeostasia do organismo (WEBB, 2003). Dessa forma, 
uma desregulação no processo de contração e relaxamento pode ocasionar 
enfermidades como constipação e diarreia, asma e hipertensão (KIM et al., 2008). 
As substâncias com atividade espasmolíticas são úteis no tratamento dessas 
doenças, porém devido aos efeitos colaterais, ainda se faz necessário a busca por 
novas alternativas terapêuticas para o tratamento das mesmas.  
Os produtos naturais, obtidos principalmente de plantas, são fontes 
promissoras de descoberta de novas moléculas bioativas. Neste contexto, se 
destacam os flavonoides, que apresentam atividades biológicas diversas, em 
destaque atividade sobre diferentes músculos lisos, como útero de rata (LIMA, 2008; 
MACÊDO et al., 2011; LIU et al., 2018; FERREIRA, 2018), corpo cavernoso 
(HNATYSZYN et al., 2004), íleo (SANTOS, 2007; LIMA, 2008; MACÊDO et al., 2011) 
e traqueia de cobaia (MACÊDO et al., 2011; YANG et al., 2013) e aorta de rato 
(SILVA, 2005; MACÊDO et al., 2011; CHEN; KO, 2017).  
O músculo liso intestinal é um meio importante para se investigar mecanismos 
de ação de substâncias que possam ser utilizadas em processos fisiopatológicos 
como cólicas intestinais e diarreia (KIM et al., 2008). A cólica intestinal é comumente 
causada por fortes contrações da musculatura lisa, por meio da ação do sistema 
nervoso entérico. Clinicamente, a dor causada pelos espasmos gastrintestinais é 
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geralmente tratada com drogas que induzem relaxamento dessa musculatura lisa 
(SATO et al., 2007). Já a diarreia, considerada um problema mundial de saúde 
pública por atingir em escala global cerca de 1,7 bilhão de pessoas por ano (WHO, 
2017a), pode estar associada a várias etiologias como vírus, bactérias, parasitas, 
intoxicação alimentar ou medicamentos (ESTRADA-SOTO et al., 2007). Entretanto, 
ela muitas vezes apresenta-se como um sinal do aumento da motilidade intestinal 
e/ou aumento da secreção da mucosa gastrintestinal em resposta a diversos 
estímulos (FIELD; SEMRAD, 1993).  
Dessa forma, substâncias espasmolíticas podem ser úteis para o tratamento 
da diarreia ou de cólicas intestinais, visto que estes reduzem a motilidade e a 
secreção por impedir a ligação do neurotransmissor acetilcolina em seu receptor 
muscarínico, presente no músculo liso intestinal (LEE, 2015). Alguns exemplos de 
agentes antidiarreicos desta classe são: o extrato fluido de beladona (Elixir 
Paregórico), a tintura de ópio, a atropina (Atropion), a escopolamina (Buscopan), 
a papaverina, a diciclomina (Bentyl), dentre outros (BROWN; TAYLOR, 2012). 
Diante do fato de que o ZB-EtOHPA apresentou efeito espasmolítico em íleo 
de cobaia (OLIVEIRA et al., 2016a), resolveu-se investigar se a 5,7-DMF, isolada 
deste extrato, também apresentaria tal efeito. Dessa forma, observou-se que este 
flavonoide apresenta atividade espasmolítica em íleo de cobaia, uma vez que o 
mesmo antagonizou as contrações fásicas induzidas tanto por CCh (CI50 = 3,2 ± 0,7 
x 10-5 M) quanto por histamina (CI50 = 9,9 ± 1,4 x 10
-6 M), apresentando maior 
potência quando as contrações eram induzidas por histamina (Gráfico 1), indicando 
uma provável participação do receptor histaminérgico no mecanismo de ação do 
flavonoide neste modelo de músculo liso. Além disso, como o ZB-EtOHPA 
apresentou equipotência em inibir as contrações fásicas induzidas por carbacol e 
histamina (OLIVEIRA et al., 2016a), sugere-se que essa atividade ocorre 
provavelmente pela presença de outras substâncias.  
Outros flavonoides também apresentaram efeito sobre íleo de cobaia como 
quercetina (CAPASSO et al., 1991), naringenina, apigenina, genisteína 
(GHARZOULI; HOLZER, 2004), catequina (GHAYUR; KHAN; GILANI, 2007), 
retusina, me-retusina (SANTOS, 2007) e diplotropina (LIMA, 2008). A literatura 
também relata alguns flavonoides com atividade espasmolítica sobre íleo de rato, 
como galangina, quercetina, crisina, naringenina (HAMMAD; ABDALLA, 1997) e 
cirsiliol (MUSTAFA et al., 1992).  
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Envolvendo a musculatura lisa das vias aéreas, a asma é uma doença que 
acomete grande parcela da população mundial, principalmente em países 
industrializados (BRAMAN, 2006; AKINBAMI et al., 2009). Dessa forma, inúmeras 
pesquisas para elucidar os mecanismos subjacentes da fisiopatologia da asma e, 
consequentemente, identificar novas alternativas terapêuticas no tratamento deste 
distúrbio vêm sendo realizadas, visto que as drogas empregadas na terapêutica 
geralmente vêm acompanhadas de efeitos secundários indesejados ou de baixa 
seletividade para os seus alvos (JANSSEN, 2009; SIDDIQUI et al., 2013; DOWELL 
et al., 2014). Sendo assim, a avaliação do efeito relaxante das vias aéreas utilizando 
traqueia de cobaia é uma ferramenta de grande valia na busca por novas moléculas. 
Sabendo que o ZB-EtOHPA também apresentou efeito relaxante em traqueia 
de cobaia (OLIVEIRA et al., 2016a), resolveu-se investigar se a 5,7-DMF também 
apresentaria tal efeito. Diante dos resultados, pode-se observar que a 5,7-DMF 
relaxou de maneira equipotente e dependente de concentração tanto na presença 
(CE50 = 2,4 ± 0,4 x 10
-5 M) quanto na ausência (CE50 = 2,6 ± 0,4 x 10
-5 M) de epitélio 
funcional (Gráfico 2), descartando a participação dos fatores relaxantes derivados do 
epitélio no mecanismo de ação relaxante da 5,7-DMF em traqueia isolada de cobaia. 
De maneira similar, o extrato etanólico também apresentou equipotência em relaxar 
a traqueia isolada de cobaia na presença e ausência de epitélio funcional (OLIVEIRA 
et al., 2016a), sugerindo então que o efeito promovido pelo extrato em traqueia de 
cobaia parece ser devido a presença do flavonoide.  
Resultados semelhantes foram observados com outros flavonoides como 
hispidulina (ABDALLA, 1988), isoorientina (AFIFI; KHALIL; ABDALLA, 1998), 
catequina (GHAYUR; KHAN; GILANI, 2007), isoliquiritigenin (LIU et al., 2008), 3,6-
dimetil-éster galetina (MACÊDO et al., 2011), apigenina (CHEN; KO, 2017). 
Diferentemente, outros flavonoides como a isokaempferida apresentou atividade 
relaxante através dos fatores relaxantes derivados do epitélio (LEAL et al., 2006). 
O sistema cardiovascular também tem sido alvo de interesse em diversas 
pesquisas (SHAKERI et al., 2011). Trata-se de um dos sistemas mais importantes do 
organismo e uma desregulação neste sistema está associada a uma série de 
doenças, muitas delas de alta prevalência como a insuficiência cardíaca congestiva, 
aterosclerose e hipertensão (KOLANKIEWICZ; GIOVELLI, 2008; ANDRADE et al., 
2015; REIS et al., 2016).  
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Tendo-se em vista que o aumento do tônus vascular pode ter repercussões 
graves no organismo, como o surgimento de hipertensão arterial, substâncias que 
venham a regular o tônus basal ou que relaxem a musculatura lisa dos vasos seriam 
fármacos com potencial utilização terapêutica.  
Oliveira et al. (2016a) demonstraram que o ZB-EtOHPA, dissolvido em 
Cremophor®, apresentou efeito vasorrelaxante em aorta de rato. Além disso, 
Tep-areenan, Sawasdee e Randall (2010) descreveram o efeito vasorrelaxante da 
5,7-DMF em aorta de rato, dissolvida em dimetilsufóxido (DMSO) e administrada 
sobre a contração tônica induzida por metoxamina, um agonista dos receptores α1 
(FLAVAHAN; VANHOUTTE, 1986). Entretanto, alguns estudos reconhecem uma 
provável toxicidade para o DMSO, que é um solvente aprótico importante, que pode 
solubilizar uma grande variedade de moléculas polares e não polares, além disso é 
relatado que este solvente pode causar apoptose no tecido linfoide (CHATEAU et 
al., 1996; TRUBIANI et al., 1996; AITA et al., 2005), e no sistema nervoso central de 
camundongos por ativação da caspase-3 (HANSLICK et al., 2009) ou inibição dos 
receptores NMDA (N-metil D-aspartato) (LU; MATTSON, 2011).  
Para outros fármacos, como o paclitaxel, em experimentos in vivo, foi relatado 
que este se apresenta menos efetivo contra células tumorais quando dissolvido em 
DMSO, ao contrário do que foi observado quando este fármaco era dissolvido em 
Cremophor®. Já em experimentos in vitro, para ambos os agentes solubilizantes, não 
há diferença no efeito do paclitaxel (HAIT, 2012). Além disso, Galvão et al. (2013) 
recomendam o DMSO não seja empregado para solubilizar substâncias. Em 
contrapartida, Ribeiro (2007) relatou que em aorta de rato, não houve diferença no 
efeito vasorrelaxante do labdano-302, solubilizado com DMSO ou com Cremophor®. 
Além de contrapor-se em relação ao agente solubilizante, no trabalho 
realizado por Tep-areenan, Sawasdee e Randall (2010), as contrações eram 
induzidas por metoxamina, um agonista dos receptores α1, o qual possui uma 
constante de afinidade menor (pK = 4,5) quando comparado a da fenilefrina 
(pK = 5,9) (MINNEMAN et al., 1994). Entretanto, os autores utilizaram maiores 
concentrações de metoxamina (10-7-10-4  M) em comparação à concentração 
utilizada de fenilefrina no presente trabalho (3 x 10-7 M), para obtenção do mesmo 
padrão de curvas. 
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Dessa forma, levantou-se a hipótese de que o efeito vasorrelaxante da 
5,7-DMF poderia ser potencializado quando este era solubilizado em Cremophor® e 
utilizado sobre o componente tônico da contração induzida por fenilefrina. 
A 5,7-DMF, dissolvida em Cremophor®, apresentou efeito vasorrelaxante 
dependente de concentração tanto na presença (CE50 = 4,5 ± 0,7 x 10
-6 M) quanto 
na ausência (CE50 = 1,7 ± 0,3 x 10
-5 M) de endotélio funcional (Gráfico 3). A hipótese 
anterior foi confirmada pela observação de que a 5,7-DMF se mostrou mais potente 
quando era solubilizada com o Cremophor®, em relação ao observado quando esta 
era solubilizada com o DMSO, que apresentou uma CE50 em torno de 10
-5 M na 
presença de endotélio funcional (TEP-AREENAN; SAWASDEE; RANDALL, 2010). 
Ao analisar-se os valores de CE50 da 5,7-DMF, pode-se observar uma 
potência cerca de 4 vezes maior quando os anéis estavam íntegros comparada aos 
anéis sem endotélio funcional, indicando que o efeito vasorrelaxante deste 
flavonoide ocorre através da liberação de fatores relaxantes derivados do endotélio. 
Esses resultados sugerem que a atividade apresentada pelo ZB-EtOHPA, ocorre 
provavelmente pela presença de outras substâncias, uma vez que o mesmo 
apresentou equipotência em relaxar a aorta de rato tanto na presença como na 
ausência de endotélio funcional (OLIVEIRA et al., 2016a).  
No endotélio vascular há liberação de vasodilatadores como o NO, o EDHF e 
a PGI2, sendo esta última, considerada o prostanoide vasodilatador mais importante 
produzido pelas células endoteliais (CARVALHO et al., 2001). Em contrapartida, no 
músculo liso das vias aéreas, a PGI2 liberada pelo epitélio, não possui efeito 
pronunciado (BREYER; HAO; QI, 2001), além de que outros mediadores têm papel 
importante na homeostase das vias aéreas, como a prostaglangina D2 (PGD2), 
formada a partir do metabolismo do AA, considerada uma forte broncoconstritora 
(JOHNSTON et al., 1995). Dessa forma, de maneira diferente, em traqueia isolada 
de cobaia foi observada uma equipotência no efeito relaxante do flavonoide na 
presença e na ausência de epitélio funcional, sugerindo que no epitélio há a 
prevalência de outros fatores relaxantes (Gráfico 2).  
De maneira semelhante, diversos outros flavonoides também apresentaram 
efeito vasorrelaxante em aorta de rato, como quercetina (FITZPATRICK; 
HIRSCHFIELD; COFFEY, 1993), rutina, crisina (AJAY; GILANI, MUSTAFA, 2003), 
3,7,8,4’-tetra-O-metilgossipetina, 3,7-di-O-metilcanferol (SILVA, 2005), galangina 
(MORELLO et al., 2006), 4',5,7-triidroxi-3,6-dimetoxiflavona (FGAL) (MACÊDO et al., 
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2011), entre outros. Alguns, também de maneira dependente de endotélio 
(FITZPATRICK; HIRSCHFIELD; COFFEY, 1993; MISHRA et al., 2000; GUERRERO 
et al., 2002; AJAY; GILANI, MUSTAFA, 2003; ALMEIDA-REZENDE et al., 2016). 
Portanto, na triagem farmacológica preliminar, foi observado que a 5,7-DMF 
apresenta uma atividade espasmolítica não seletiva em íleo e traqueia isolados de 
cobaia e em aorta de rato, mostrando uma maior potência relaxante neste último 
órgão. Sendo assim, resolveu-se continuar com o estudo do mecanismo de ação 
vasorrelaxante da 5,7-DMF, solubilizada em Cremophor®, em aorta de rato. 
Dessa forma, sabendo-se que a ativação dos receptores muscarínicos 
endoteliais é uma das principais formas de produção e liberação de NO nos vasos 
sanguíneos (MONCADA et al., 1991; BRUNNING et al., 1994; GUEDES et al., 2004) 
e que a 5,7-DMF parece exercer seu efeito vasorrelaxante através dos fatores 
relaxantes derivados do endotélio em aorta de rato (TEP-AREENAN; SAWASDEE; 
RANDALL, 2010), resolveu-se investigar a participação desse receptor no efeito 
vasorrelaxante do flavonoide. 
Diante dos resultados obtidos, pode-se observar que na presença da atropina, 
a curva controle de relaxamento do flavonoide (CE50 = 4,5 ± 0,7 x 10
-6 M) não foi 
desviada (CE50 = 3,8 ± 0,7 x 10
-6 M, Gráfico 4), sugerindo que provavelmente a via 
muscarínica não está envolvida no mecanismo de ação vasorrelaxante produzido 
pela 5,7-DMF. De maneira semelhante, os flavonoides diocleina (LEMOS et al., 
1999), scutellarina (PAN et al., 2008), tilianina (HE N NDE -ABREU et al., 2009) e 
ayanina (CARRÓN et al., 2010) também exibiram tal efeito.  
Após ser produzido no endotélio, o NO atravessa este espaço migrando até a 
célula muscular lisa vascular, onde vai se ligar a ciclase de guanilil solúvel (sCG) e 
esta vai clivar e ciclizar o trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato cíclico de 
guanonisa (cGMP), que irá ativar a cinase dependente de cGMP (PKG) estimulando-
a a fosforilar os alvos semelhantes aos da PKA, anteriormente citados (Figura 6) 
(TRAN; OHASHI; WATANABE, 2000; CHANG et al., 2010; JIN et al., 2011; KIM; 
LEE; RHYU, 2011). 
Tep-Areenan, Sawasdee e Randall (2010) descreveram que o efeito 
vasorrelaxante da 5,7-DMF isolada dos rizomas de Kaempferia parviflora foi 
atenuado na presença do L-NAME, um inibidor da NOS. Entretanto, visto que o 
efeito do flavonoide foi potencializado quando dissolvido com Cremophor®, resolveu-
se confirmar a participação da via do NO neste mecanismo de ação vasorrelaxante, 
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refazendo o protocolo experimental na presença do L-NAME, como também através 
da verificação da reversibilidade do efeito inibitório desta ferramenta farmacológica.  
Dessa forma, observou-se que na presença do inibidor da NOS, a curva de 
relaxamento da 5,7-DMF foi deslocada para a direita (Gráfico 5), diminuindo a 
potência relaxante cerca de 4,5 vezes (CE50 = 2,0 ± 0,3 x 10
-5 M) quando comparado 
a curva na ausência do inibidor (CE50 = 4,5 ± 0,7 x 10
-6 M), semelhante ao que foi 
observado por Tep-Areenan, Sawasdee e Randall (2010). 
A enzima eNOS possui como substrato para a produção de NO, a L-arginina, 
porém uma vez ocorrendo a ligação e inibição com o L-NAME, não passível de 
catálise, este passa a ser considerado um falso substrato, sendo deslocado da 
ligação com a eNOS. Desse modo, como uma contra-prova da participação da NOS 
no efeito vasorrelaxante da 5,7-DMF, utilizou-se L-arginina em altas concentrações 
para verificar a reversibilidade do efeito inibidor do L-NAME, e diante dos resultados 
obtidos, pode-se observar que a curva de relaxamento do flavonoide, na presença 
do L-NAME, foi deslocada para esquerda na presença simultânea do L-NAME e 
L-arginina (CE50 = 3,4 ± 0,8 x 10
-6 M, Gráfico 5), sugerindo a reversibilidade do seu 
efeito inibidor no relaxamento produzido pela 5,7-DMF, uma vez que a L-arginina em 
altas concetrações vai competir e deslocar o L-NAME da ligação com a eNOS.  
Para confirmar se a 5,7-DMF de fato estaria se ligando a eNOS uma segunda 
contraprova foi realizada, onde apenas a L-arginina foi pré-incubada. Como a oferta 
do substrato foi maior se esperava uma potencialização do efeito vasorrelaxante da 
5,7-DMF na presença da L-arginina sozinha. Dessa forma, foi observado uma 
potencialização do efeito do flavonoide, onde a curva de relaxamento da 5,7-DMF na 
presença de L-arginina foi deslocada para a esquerda, com potência maior cerca de 
duas vezes (CE50 = 2,3 ± 0,5 x 10
-6 M, Gráfico 5) em comparação a curva controle. 
Desta forma, esses dados demonstram que a 5,7-DMF atua ativando a eNOS para 
promover seu efeito vasorrelaxante em aorta de rato.  
Outros flavonoides também já foram relatados por apresentarem efeito 
vasorrelaxante através da via do NO, demonstrando um efeito inibitório na presença 
do L-NAME em aorta de rato, como a diadzeína, fisetina, naringenina e quercetina 
(AJAY et al., 2003), galangina (MORELLO et al., 2006), catequina (GHAYUR; KHAN; 
GILANI, 2007) e formononetina (WU et al., 2010). Também há na literatura relatos 
de alguns extratos obtidos de espécies pertencentes à família Leguminosae que 
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apresentaram efeitos semelhantes, como Albizia inopinata (PIRES et al., 2000) e 
Sophora flavescens (JIN et al., 2011).  
Outro fator relaxante derivado do endotélio é a prostaciclina (PGI2), sendo 
considerada o prostanoide vasodilatador mais importante produzido pelas células 
endoteliais (TRAN; OHASHI; WATANABE, 2000). Os prostanoides pertencem a 
família dos eicosanoides e após a sua ativação e consequente aumento da 
concentração de ácido araquidônico, este é metabolizado pelas enzimas ciclo-
oxigenases. Depois de formada, a PGI2 exerce seu efeito relaxante se ligando ao 
receptor IP, o qual acopla a proteína Gs, ocasionando vasorrelaxamento através da 
via AC/cAMP/PKA (WOODWARD et al., 2011; HIRATA, NARUMIYA, 2011). Dessa 
forma, Tep-Areenan, Sawasdee e Randall (2010) descreveram que o mecanismo 
vasorrelaxante da 5,7-DMF isolada dos rizomas de Kaempferia parviflora envolve a 
via das cicloxigenases, uma vez que o efeito deste flavonoide foi atenuado na 
presença da indometacina, um inibidor não seletivo da cicloxigenase.  
Sabe-se que a ciclase de guanilil solúvel (sCG) é uma enzima chave no 
processo de relaxamento mediado pelo NO (IGNARRO, 1990), e que a utilização de 
ativadores ou inibidores desta enzima foram essenciais para a descoberta da sua 
função (WEGENER; NAWRATH, 1997). Tep-Areenan, Sawasdee e Randall (2010) 
descreveram a participação da sCG no mecanismo de ação vasorrelaxante 
produzido pela 5,7-DMF em aorta de rato, uma vez que na presença de um inibidor 
desta enzima, o ODQ, o efeito relaxante do flavonoide foi atenuado.  
Sabendo-se que o cGMP formado a partir da ativação da sCG ativará a PKG, 
esta fosforilará alvos importantes para o relaxamento do músculo liso vascular, 
através da ativação do trocador Na+/Ca2+ (NCX), da PMCA e da SERCA, dos canais 
de K+, do bloqueio direto dos CaV e do receptor de IP3, além da inibição da MLCK. 
Todos estes passos irão culminar no relaxamento muscular (TRAN; OHASHI; 
WATANABE, 2000; CHANG et al., 2010; JIN et al., 2011; KIM; LEE; RHYU, 2011; 
BONAVENTURA et al., 2011).  
Entretanto, Tep-Areenan, Sawasdee e Randall (2010) não investigaram o 
próximo passo na via de sinalização downstream do NO, sendo assim, resolveu-se 
avaliar se a PKG também estaria envolvida no efeito vasorrelaxante da 5,7-DMF. 
Para isto, foi utilizado o Rp-8-Br-PET-cGMPS, um inibidor seletivo da PKG (IBARRA-
ALVORADO et al., 2002) e pode-se observar que a curva controle 
(CE50 = 4,5 ± 0,7 x 10
-6 M; Emax = 103,2 ± 1,9%) foi deslocada para direita na 
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presença do inibidor (CE50 = 8,3 ± 1,7 x 10
-6 M, Gráfico 6), reduzindo em cerca de 
2,5 vezes sua potência relaxante, com aumento da eficácia de 103,2 ± 1,9% para 
116,5 ± 6,1% (Gráfico 6), sugerindo a ativação da PKG no mecanismo 
vasorrelaxante da 5,7-DMF. 
Outros flavonoides apresentaram efeito vasorrelaxante também por 
modulação positiva da PKG, a citar a diocleina (GONÇALVES et al., 2009) e 
scutellarina (YA-JUAN et al., 2015). 
Alguns dos alvos da PKG incluem os canais de cálcio dependentes de 
voltagem e os canais de K+. Baseado nisto, foram induzidas contrações com 
concentrações moderadas (30 mM) ou elevadas (80 mM) de KCl e pode-se observar 
uma equipotência em o flavonoide relaxar a aorta de rato pré-contraída nestas 
situações (Gráfico 7), indicando uma possível modulação negativa dos CaV, uma vez 
que, se os canais de potássio estivessem envolvidos, o flavonoide exibiria uma 
maior potência em relaxar o órgão pré-contraído com 30 mM de KCl. Resultados 
diferentes foram relatados para a 5,7-DMF isolada de Kaempferia parviflora, onde 
Tep‐Areenan, Sawasdee e Randall (2010) descreveram que quando a aorta isolada 
de rato foi pré-contraída com 60 mM de KCl, a resposta vasorrelaxante do flavonoide 
foi inibida. Além disso, quando o órgão era pré-incubado com bloqueadores de 
canais de K+, o efeito vasorrelaxante da 5,7-DMF também era inibido, sugerindo a 
modulação positiva dos canais de K+ neste efeito. 
Entretanto, Gurney (1994) relatou que abridores de canais de K+ possuem a 
capacidade de relaxar com maior efetividade o músculo liso vascular quando a 
contração é induzida por aumento moderado na ([K+])e (< 40 mM), e são ineficazes 
em inibir as contrações quando a concentração extracelular deste íon é aumentada 
para níveis mais altos, devido a proximidade do potencial de membrana do músculo 
liso ao potencial de equilíbrio do K+, onde o efluxo deste íon e a hiperpolarização são 
evitados. Esta propriedade destingue os abridores de canais de K+ dos 
bloqueadores dos canais de Ca2+, que apresentam comportamentos opostos 
(GURNEY, 1994). 
A grande família dos canais de cálcio dependentes de voltagem, pode ser 
subdividida em 3 subtipos: CaV1 (também conhecido como tipo L), formado por 5 
subunidades (α1, α2, β, δ e γ), sendo a α1 responsável por estabilizar e formar o poro 
do canal. Esta família se subdivide ainda em 1.1, 1.2, 1.3 e 1.4, sendo o 1.2 
majoritariamente expresso na musculatura lisa. Todos os bloqueadores de canais de 
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cálcio utilizados na terapêutica, como nifedipino, anlodipino, agem bloqueando os 
CaV1, desta forma são canais extremamente importantes em processos patológicos 
como a hipertensão. Há também CaV2, que estão majoritariamente envolvidos na 
transmissão sináptica e também se subdividem em 2.1, 2.2 e 2.3. Já o CaV3, está 
presente majoritariamente em neurônios e se subdivide em 3.1, 3.2 e 3.3 (NILIUS, 
1986; TAKAHASHI et al., 1987; TANABE et al., 1987; MORI et al., 1991; DUBEL et 
al., 1992; WILLIAMS et al., 1992; PEREZ-REYES et al., 1998; CRIBBS et al., 1998; 
LEE et al., 1999; CATTERALL, 2011; ZAMPONI et al., 2015). 
A contração muscular lisa vascular, a qual é originada pelo aumento da 
concentração de cálcio citosólico, pode ocorrer pelo influxo deste através de canais 
de cálcio majoritariamente expressos. Este cálcio aumentado no citosol irá se ligar a 
calmodulina e o complexo formado irá ativar a MLCK, permitindo a interação entre 
os filamentos de actina e miosina, gerando a contração (SHARIFIMAJD; 
STÂLHAND, 2014). 
Tendo em vista os indícios sobre o efeito vasorrelaxante promovido pelo 
flavonoide através da inibição do influxo de cálcio através dos CaV, sendo esta a 
principal forma de contração, resolveu-se confirmar esta hipótese através de uma 
curva cumulativa de CaCl2 em meio despolarizante nominalmente sem cálcio, na 
ausência e na presença de diferentes concentrações da 5,7-DMF. Este método é 
baseado no fato de a despolarização ocasionada pelo aumento da concentração de 
potássio no meio extracelular ([K+])e ativar os CaV, desta forma, todo o Ca
2+ será 
proveniente do meio extracelular (REMBOLD, 1996; RATZ; BERG, 2006). E pode-se 
observar que na presença do flavonoide, as curvas cumulativas de CaCl2 foram 
desviadas para a direita com redução do efeito máximo (Gráfico 8), sugerindo que o 
efeito vasorrelaxante ocasionado pelo flavonoide, provavelmente ocorre por inibição 
do influxo de Ca2+ através dos CaV. 
 Resultados semelhantes corroboram o anteriormente descrito, onde Tep‐
Areenan, Sawasdee e Randall (2010) descreveram uma possível inibição do influxo 
de Ca2+. Entretanto, os autores realizaram o experimento na presença de apenas 
duas concentrações do flavonoide, não sendo construída uma curva concentração-
resposta farmacologicamente completa, uma vez que esta necessita de 
concentrações que apresentem o mínimo e o máximo de efeito (BLUMENTHAL; 
GARRISON, 2011).  
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Para confirmar a hipótese de que a 5,7-DMF estaria agindo por inibição do 
influxo de cálcio através dos CaV, foi induzida uma contração com S-(-)- Bay K8644, 
um agonista seletivo dos CaV1, e observou-se um relaxamento dependente de 
concentração (CE50 = 3,5 ± 0,7 x 10
-6 M, Gráfico 9) com um aumento da potência 
relaxante em torno de 6 vezes em relação a curva de relaxamento da 5,7-DMF na 
presença de altas concentrações (80 mM) de KCl (CE50 = 2,2 ± 0,2 x 10
-5 M), 
indicando então que a 5,7-DMF parece inibir os CaV1.2 no seu mecanismo de ação 
vasorrelaxante (Gráfico 9).   
Com base em todos os resultados, pode-se confirmar o efeito vasorrelaxante 
da 5,7-DMF em aorta de rato e a investigação do mecanismo de ação deste 
flavonoide indica uma modulação positiva sobre a via do NO/PKG e negativa sobre 
os CaV1 (Figura 15), além de corroborar e complementar o mecanismo de ação desta 
substância, já descrito anteriormente (TEP‐AREENAN; SAWASDEE; RANDALL, 
2010).  
 
Figura 15 – Proposta de mecanismo de ação vasorrelaxante da 5,7-DMF em aorta isolada 
de rato. 
O mecanismo vasorrelaxante da 5,7-DMF em aorta de rato promove a modulação positiva 
da via do NO, bem como inibição do influxo de Ca2+ através do bloqueio de CaV1. 
 
Fonte: Modificado de Ferreira (2018). 
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Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que a 5,7-DMF, solubilizada 
em Cremophor, e isolada de Zornia brasiliensis apresenta atividade espasmolítica 
não seletiva em:  
 Íleo de cobaia, por um provável envolvimento dos receptores muscarínicos; 
 Traqueia de cobaia, por um não envolvimento dos fatores relaxantes 
derivados do epitélio; 
 Aorta de rato, por apresentar maior potência relaxante dentre os órgãos 
testados, e em comparação aos dados anteriores quando esta era solubiliada 
em DMSO, através dos prováveis mecanismos de ação: 
o Não participação dos receptores muscarínicos; 
o Modulação positiva da via NO/PKG; 
o Não envolvimento dos canais de K+, contrapondo-se com o que há 
relatado na literatura para este flavonoide; 
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Anexo 1 – Certidão de aprovação do projeto junto à Comissão de Ética no Uso de 
Animais (CEUA). 
 
 
 
 
 
